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“Q trabalho supremo do fisico é o descobrimento das leis
elementares mais gerais, e a partir das quais pode ser deduzida
logicamente a imagem do mundo. Todavia, ndo existe um camirnho
logico para o descobrimento destas leis elementares. Existe
unicamente o caminho da intuicdo, ajudado por um sentido rumo
i ordem que hd por detrds das aparéncias”.

cAAlbert Lipsteip
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Terapia Fotodinimica do Céncer (PDT) € baseada no envolvimento de trés

fatores, a saber; retengdo pelo tecido canceroso de um fotossensibilizador
especifico; iluminaglio localizada da lesfio e ocorréncia de oxigénio inicialmente no
estado fundamental triplete. Na literatura cientifica sobre ¢ assunto, encontram-se varios
trabalhos sobre a dosagem de fotossensibilizadores diversos e sobre a dosimetria da
radiacdo visivel capaz de provocar a terapia. O nivel de oxigénio, por depender
intrinsecamente do organismo tratado, tem sido tomado como um parimetro constante
na terapia e raramente estudado. No presente trabalho apresentamos pela primeira vez
um desenvolvimento tedrico que relaciona matematicamente o dano celular resultante do
tratamento, com a variagio do aporte de oxigénio nas células cancerosas. Para testar a
teoria desenvolvida, levamos a cabo uma série de experimentos de PDT com o tumor de
Walker 256 em ratos, em situacdes de hiperoxigenacgio hiperbarica (HBO), em camara
experimental especialmente projetada e construida, comparadas com situagBes
normobaricas. Os resultados foram conclusivos, mostrando que a previsdo tebrica esta
correta, sendo constatado um aumento na eficiéncia do tratamento em situacdo
hiperbérica, relativo ao convencional, da ordem de 4:1 em densidade de células

cancerosas ¢liminada.
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hotodynamic therapy is based on simultaneous involvement of three factors,

namely: tumor tissue retention of an specific photosensitizer; local illumination of
the lesion and occurrence of oxygen in the triplet state. Theoretically, changes in any
one of these factors may be compensated by a change in the other factors, leading to the
same therapeutic result. Practically this is not true, but we expect to find an ideal
combination of these three factors which may give the best clinical results. We present
experimental results of PDT under Hyperbaric hyperoxia (HBO) in fumor masses at the
dorsal subcutaneous tissue of rats. These tumors were created by previous inoculation of
“Walker 256" neoplastic cells. Haematoporphyrin Esther (HpE) was administered as the
photosensitizer. The rats were pressurized up fo 3 atm, with 100% oxygen continuous
ventilation condition in an specially designed hyperbaric chamber. In animals treated
with PDT/HBO the histology revealed a very important reduction in the number of the
tumor cells as compared with PDT controls in normal atmospheric condition, showing
numerous apoptotic as well as necrotic cells at the border of the irradiated area. The
observed enhancement in the PDT for this situation is, of course, related to extra oxygen

in the circulatory system.
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INTRODUCAO

Fotossensibilizagdio pode ser defimda como um conjunto de processos que induz um sistema

a toma-se sensivel 4 luz Um Forossensibilizador, que ¢ uma substincia capaz de absorver
fotons, quando integrado a um sistema irradiado (dtomo ou molécula), produz efettos
especificos que nio ocorrem na auséneia da luz. A terapia fotodindmica do cincer (Photodynamic
Therapy-PDT) é caracterizada por um conjunto de processos fisicos, quimicos e biolégicos que
ocorem apds a administragio de um fotossensibilizador, retido exclusivamente em células
nzmémjs, seguido pela irmadiagio local de luz visivel.

Fototerapia e Fotoguimioterapia sdo formas de tratamento, conhecidas desde a antiguidade.
Tanto uma como a outra fundamentam-se na agio da luz, sobre componentes quimicos do tecido
bioldgico ou retidos neste. Nas tltimas décadas, o estudo ¢ uso destas terapias tomaram novo
impulso, principalmente com a proposta de tratamento para varios tipos de cancer (tumores
sélidos, Leucemias, ¢ envelope celular viral). A Fofoterapia tem suas raizes nos tempos pré-
histéricos. Muitas cuituras s¢ beneficiavam das propriedades da luz do Sol sobre o corpo
humano (helioterapia). Hipécrates estudou helioterapia e introduziu-a como uma ciéncia
empirica em seu sanatorio na ilha de Kos. Gregos ¢ Romanos praticavam banho de sol como wm
tratamento para doengas especificas (Sieber 1993). Na Europa, a Fototerapia foi introduzida no
inicio do século 19 pelo médico Dinamarqués Niels Ryberg Finsen. Finsen demonstrou que a
luz uitravioleta emitida pelo sol foi altamente eficaz no tratamento de Lupus vuigaris, uma
doenca endémica de pele, frequentemente encontrada durante os meses de invemo entre

pacientes tuberculosos escandinavos. Este trabalho lhe rendeu o Nobel de Medicina de 1903.
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O sucesso no tratamento da tuberculose alcangado pela introdugio de antibidticos,
suplementagdo alimentar e prevengdo na deficiéncia da vitamina D, contribuiram para o desuso
da fototerapia como disciplina cientifica (Parrish 1982). A fotomedicina tormou-se preocupada
com o estudo de efeitos nocivos de excessiva exposicio a luz do sol enquanto que pesquisas
sobre efeitos benéficos da radiagfio luminosa receberam pouca atenciio pela 6ptica moderna.
Relatos sem fundamento ¢ charlatanismo, conduziram a medicina americana a distanciar-se de
todas as formas de fototerapia. Um exemplo foi o atraso na aceitagiio da Fototerapia ultravioleta
no tratamento de Ictericia neonatal.

Agentes quimicos que atuam como fotossensibilizadores, sdo abundantes na natureza. Muitos
medicamentos populares, derivados de plantas e utilizados para o tratamento de infecgdes
superficiais sdo eficazes gragas a uma atividade antifungo e bactericida de fotossensibilizadores
presentes pos extratos destas plantas. Os egipcios ‘tratavam vitiligo com fotoquimioterapia. Eles
estavam bem conscientes que o tratamento tinha duas componentes essenciais, a componente da
droga (sementes de uma planta, Amni majus Linn), ¢ uma componente luminosa (luz do sol).
Hoje, a aplicacdo de psoralenos (P) ¢ luz Ultravioleta (UV) tipo A, para tratamento de afecgdes
cutineas, dio onigem a terapia P-UV-A. As doengas em que se tem utilizado essa combinagio
Iuz-farmaco sio o vitiligo, a psoriase, a micose fungoide, o liguen plano, as dermatites atdpicas,
e uma variedade de linfomas de células T, entre outras (Parrish 1982, Russo 1995).

Quando o processo fototerapico ocorre com o auxilio de um agente quimico exdgeno ao
organismo em tratamento, o processo € denominado de Fotoquimioterapia. Este é um termo

bastante abrangente que inclui processos complexos como o caso da PDT.
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A primeira- investigagiio em laboratdrio do efeito fotodindmico foi feita por Oscar Raab
(Raab 1900), quando observou a agfo citotéxica da luz em Paramecium por eosina ¢ acridina
laranja sensibilizadas. A primeira tentativa de usar o efeito fotodindmico no tratamento de
tumores humanos foi realizada por Tappenier e Jesionek em 1903 (Tappenier 1903) quando
comprovaram o efeito antitumoral da luz sobre o cincer de pele, apos aplicagio prévia de
cosina.

Desde a descoberta de Raab, muitos pesquisadores tem mostrado interesse na fotooxidagéo,
onde organismos morrem devido a ativagdo de corantes (por radiagiio de comprimento de onda
definido) e oxigénio localizados nas células. Hausmann foi o primeiro a usar a hematoporfinna
e estudos de agdo fotodindmica (Hausmann 1909), registrando a destruigdo de Paramecia e
células vermelhas do sangue, descrevendo sintomas de sensibilidade em ratos quando expostos &
luz. Em 1913, Meyer-Beiz sensibilizou a si proprio e registrou sintomas semelhantes que
duraram aproximadamente 2 meses (Meyer-Betz 1913).

Em 1924, Policard demonstrou a existéncia de fluorescéncia em certos tumores de animais,
atribuindo-a a0 acimulo de porfirina endégena em tais fumores, devide a uma infecgio
secundaria por bactérias hemoliticas (Policard 1924).

Em 1942, Auler e col. demonpstraram que a hematoporfirina injetada sistematicamente em
cobaias, tendia a acumular-se no tecido maligno existente € nos nédulos linfaticos (Auler 1942).
Este grupo estava iniciando estudos semelhantes em humanos, quando seu trabalho foi
interrompido pela guerra. Ja em 1948, Figge € col. demostraram que a fluorescéncia vermelha
da hematoporfirina acumulada podia ser utilizada na visualizagfio ¢ delineacio de tecidos
neoplasicos malignos (Figge 1948), com isto, Schwartz e col., sugetiram inicialmente que

porfirinas poderiam ser terapeuticamente benéficas como agemtes radiossensibilizadores
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seletivos na terapia do cincer (Schwarts 1955). Contudo, injegBes de um derivado de
hematoporfirina (HpD) em pacientes.com tumores malignos ndo potencializaram os efeitos da
radiagio por R-X. Hoje sabe-se que porfirinas, sdo potentes agentes cifotoxicos anticdncer
quando expostos a radiagdo vermelha, pois elas funcionam como mediadores de transferéncia
de energia na produgio de estados ativados do oxigénio (estados singlete). Porsteriormente,
perceberam que os componentes impuros utilizados ra mistura bruta de porfirinas eram mais
importantes para o processo de localizacdo do tumor do que a propria hematoporfirina pura.
Assim, durante as décadas seguintes, varias publicagbes descreveram efeitos, in vitro, de
fotossensibilizadores ¢ Iuz em moléculas, virus e organismos upi e muiticelulares.

No inicio dos amos 60, Richard Lipson (1960), em suva tese de Mestrado utilizou as
propriedades fluorescentes de um particular denivado de hematoporfirina (mediante um
tratamento da hematoporfirina comercial com acido sulfiirico seguido de hidrélise em meio
basico), afim de conseguir resultados mais reprodutiveis ¢ confiaveis para detecgio de tumores
malignos mas somente em 1966 realizou o primeiro tratamento em um paciente (metastase na
parede do torax de cdncer de mama) (Lipson 1966). Apesar da resposta positiva, Lipson nio
prosseguiv em seus cstudos para tratamento em outros pacientes.

Em 1972 foi testada a idéia de que hematoporfinna poderia servir como um agente seletivo
fotossensibilizante. Este estudo mostrou que apos administragio de hematoporfirina, seguida por
luz, foi letal para glioma em cultura € também produz destruigio massiva em gliomas (contendo
potfirina) transplantados subcutaneamente em ratos (Digmond 1972). Em 1976, Kelly e Snell
(Kelty 1976), trataram um paciente com cancer de bexiga utilizando HpD e luz branca e, mesmo

reportando uma resposta positiva, cles ndo prosseguiram com outros pacientes.
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O re-interesse clinico pela terapia fotodindmica tomou impulso gracas a experimentos
realizados por Dougherty e colaboradores, que iniciaram utilizando uma versio caseira do

HpD de Schwartz ¢ uma lampada de arco de xendnio filtrada para emitir luz na regide do
vemmelho do espectro, mostrando que poderia causar completa remissio de tumores malignos
transplantados em camundongos, sem dano ¢xcessivo na pele circundante também incluida no
campo da luz (Dougherty 1974). Desde entdo, observou-s¢ uma procura, por parte de
pesquisadores, pela fotoguimioterapia que pode ser atribvida 3 caracterizagio e purificagio das
propriedades daquele derivado de Hematoporfirina (HpD). Em 1976, Weishaupt, identificou a
produgdo de oxigénio em estado singlete como provavel agente citotdxico nos tumores
malignos, quando da ativaciio do HpD incorporado as células carcinogénicas com luz vermetha
(Weishaupt 1976). Nos anos de 1977 ¢ 1978 foram publicados os resultados relativos a fase
clinica experimental I e Il (Dougherty 1977, 1978). Dougherty trabalhou na caracterizagio da
droga (Apéndice A), identificando os componentes ativos originaros da mistura de porfirinas,
introduzindo uma forma purificada comercial, conhecida como Photofrin, com excelentes
resultados (Dowugherty 1987). O Photofrin foi avaliado em animais de laboratério portadores de
diversas estirpes tumorais, entre eles estfio os carcinomas (de célula escamosa, de céhila
transicional, de célula basal, de adendide cistica), adenocarcinomas, tmmores malignos de
origem ndo epiielial como o glioma melanoma, retinoblastoma, histocitoma maligno fibroso,
liposarcoma, condrosarcoma ¢ sarcoma de Kaposi (Zhou 1989).

Em 16 de abrl de 1993 o Health Protection Bureau of Canada anunciou a aprovagio para
comercializacido do Photofrin para profilaxias de cincer papilar de bexiga. A aprovagio para

tratamento com PDT de céncer esofagico e endobronquial estava ainda pendente. No final do
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mesmo ano, a-PDT foi. liberada no Japdo para tratamentos de cincer esofagico, endobronquial,
de estdmago, cervical e cincer de bexiga em estado inicial (Dougherty 1993). Nos EUA, a
provagdo pelo FDA, da utilizagdo da PDT para tratamento de cncer e¢m estado inicial s6
aconteceu no ano de 1995,

Para uma boa performance da PDT, estudos “in vivo” mostrartam que, no caso de lesdes
superficiais, a irmmadiagdo com uma simples fonte de luz pode ser suficiente. Para o tratamento de
tumores volumosos, ¢ ufilizado um comugado de fibras introduzidas no interior do tumor. No
tratamento de lesdes em Orglos cavitarios, ¢ conveniente a utilizagio de um bulbo como perfil
difusor (Wilson 1986).

Os avangos ma tecnologia LASER tem contribuido em muito para o desenvolvimento da
fotoquimioterapia. Sendo uma fonte de luz monocromdtica, coerente e de alta intensidade, ela
permite estimular eficientemente niveis especificos de energia. Sua utilizagdo, substituindo
lampadas convencionais filtradas, como fonte de luz para fotoquimioterapia, facilitou o
procedimento, reduzindo o tempo de aplicagdio no paciente, além de facilitar o tratamento em
regibes de dificil acesso, como por exemplo no interior de visceras ocas. Um dos avancos
recentes mais praticos na PDT ¢ a disponibilidade de lasers de diodo como fonte de luz. Além
de ser um sistema compacto, o custo de um sistema deste tipo ¢ aproximadamente % de um
tipico “Argon-dye Laser”. Estes sistemas s3o muito atrativos ¢ podem contribuir para
popularizar este tipo de tratamento.

Atunalmente a PDT, vem sendo desenvolvida e aperfeigoada por muitos grupos do mundo. No
Brasil a primeira referéncia documentada sobre o assunto foi em 1986, por Abrahdo e

Goldenberg, onde esies apresentaram um artigo de revisio sobre o assunto (Abrafic 1956).
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Os primeires trabathos experimentais a nivel nacional tiveram inicio em 1984 na UNICAMP
no grupo interdisciplinar coordenado pelos professores J.H. Nicola ¢ E.MM.D. Nicola, dando
origem_ao primeiro trabalho de pés-graduagio, sobre o assunto no Brasil (Zezell 1987). Na
ocasido, seguindo a metodologia de Lipson e colaboradores (Lipson 1961) foram sintetizadas ¢
avaliadas as propricdades oOpticas da hematoporfirina ¢ de alguns derivados. Em tese de
Doutorado, também no mesmo grupo, baseando-se em conceitos de Espectroscopia dptica, fora
estudados os processos para monitorar € otimizar a PDT em tumores, sugerindo a idéia de que o
fomecimento de oxigénio em condigdes hiperbdricas poderia aumentar a eficiéncia terapéutica
da PDT (Zezell 1991) ¢ independentemente (Jirsa Jr 1990, 1991). Em 1992, Gusmao, ainda no
mesmo grupo desenvolveu em dissertagdo de Mestrado, um modelo experimental utilizando
uma neoplasia maligna de rato, para o Diagndstico PDT através da agdo fluorescente do HpD,
confirmando a seletividade do fotossensibilizador para um histofibrosarcoma (Gusmao 1992).

Estes estudos forneceram a base logistica e entusidstica para a realizagiio do presente trabalho,
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1. Motivacao.

Estudos mostramn que fecidos neopldasicos possuem um suprimento critico de oxigénio
molecular, ou seja, abaixo db considerado normal (hipéxia e/ou andxia) (Vaupel 1974). Um
achado de considerivel relevancia clinica é que o processo fotodindmico pode, por ele mesmo,
consumir oxigénio a uma taxa suficiente para inibir seus proprios efeitos (Tromberg 1990,
Foster 1992). Com isso, a eficiéncia de fotoinativagdo de células malignas pela PDT € reduzida
com a diminui¢do da concentracio de oxigénio no meio imtracelular. Testes “in vivo”
mostraram que quando o meio celular, no caso carcinoma, ¢ submetido a atmosfera com 1% de
0,, a eficiéneia da fotoativagio se reduziu a 50%, quando comparada aquela do meio saturado.
Ja com atmosfera de N, puro,. nenhuma fotoinativagdo foi observada (Lee 1984, Moan 1985).
Com isto, poderemos inferir que se saturarmos o meio celular com O, puro, através de
condigdes Hiperbaricas de oxigenagdo, ou seja, elevarmos a PO, do tecido a niveis clinicos
acima do normal, poderemos aumentar o fornecimento de oxigénio singlete dentro do meio e

portanto aumentar 2 eficiéncia da PDT, como sugerido por Zezell e Nicola (Zezell 1991).

2. Objetivos.

Nossa proposta foi comparar os resultados da PDT em condigdes Normais ¢ Hiperbdricas,
onde mostramos, sistematicamente, gque o acréscimo no suprimento de oxigénio no interior do
tecido tumoral, em condigdes apropriadas, proporcionadas pelo aumento da pressdo parcial do
oxigénio PO, infensifica o processo PDT favorecendo a morte celular da regido tratada. Para
isto, desenvolvemos uvma cBmara hiperbarica experimental simples, e de baixo custo, gque
permite estudos de terapia fotodindmica de tumores, gragas a “jamelas” opticas

convenientemente projetadas.
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CANCER COMO UMA DOENCA

“O cdncer mata porque o tecido canceroso compete com os tecidos normais pelos nutrientes.
Visto que as células cancerosas proliferam indefinidamente, sew nitmero se multiplica dia
apbs dia, pode ser facilmente compreendido que as células cancerosas, dentro de pouco
tempo, exigirio toda a nutrigdo disponivel para o corpo. Como resultado, os tecidos normais,
gradativamente sofrem morte nutricional (Arthur C. Guyton).”

1. Introducao.

Em uma célula normal, o equilibrio funcional e estrutural depende do sew programa genético
de metabolismo da diferenciagio ¢ especializagio, da coesdo com células vizinhas, e viabilidade
de substratos metabdlicos. A palavra homeostasia € usada pelos fisiologistas para significar

manuten¢do das condigdes constantes, ou estaticas, do meio interno.

Q cdncer é causado, na maioria das vezes, por mutagdo ou por ativagdo anormal de genes
celulares (Oncogenes), que controlam a mitose e ¢ crescimento celular. Estas células mutanies,
de maneira geral, apresentam menor capacidade de sobrevivéncia, pois células cancerosas sdo,
com grande frequéncia, destruidas pelo sistema imune do corpo antes que possam formar um
cdncer. “Este fato, leva a supor que grande niimero de cdnceres seja simplesmente resultado de
uma infeliz ocorréncia (Guyton 1991)". Entretanto, a probabilidade de ocorréncia de mutagdes
pode ser aumentada de muitas vezes quando a pessoa ¢ exposta a determinados fatores Fisicos,
Quimicoé ¢ Biologicos, entre eles: Radiacdo ionizante (R-X, R-y, UV), Irritantes fisicos

(abrasio do tecido); Compostos quimicos (carcinogenos); Tendéncia hereditaria, entre outros.
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2. Tipos de cancer.

Neoplasia literalmente significa “novo crescimento”, e estc novo crescimento € um
“neoplasma”. O termo “tumor” foi originalmente aplicado ao crescimento do tecido devido a
uma intumescéncia (protuberancia), hoje este texmo € sindénimo de neoplasma. Oncologia (do
grego “oncos”=turmor) ¢, portanto o estudo de tumores ou neoplasmas. Cdncer é o termo
comum para fodos os tumores malignos. As propriedades abaixo definem a malignidade desie
tipo especial de célula:

1. Anaplasticidade. Células cancerosas séo menos diferenciadas do que as células normais de
origem tanto morfoldgica como funcionalmente.

2. Invasdo. Células cancerosas sdo capazes de invadir tecidos e organismos vizinhos devido a
secregdes de certas enzimas.

3. Metastase. Células cancerosas estdo propensas a migrar do tumor primdrio e moverem-se

atraveés do corpo para sitios distantes, onde desenvolverio novos tumores,

Tumores benignos nao exibem as propriedades acima, e sio considerados “curaveis”, entre
estes tem-se: fibroma, condroma, adenoma, papiloma ete. ..

Tumores malignos, se nio tratados adequadamente, podem ser fatais, ¢ podem ser
classificados de uma maneira genérica como: Carcinomas e Sarcomas. Carcinoma é um cdncer
derivado originalmente de células embriondrias epiteliais. Tecidos que se desenvolveram a
partir do epitélio embrionario incluem: pele, o envoltério de muitos drgdos, os Orgios
respiratorios, do trato urinario, pulmio, bexiga ¢ esbfago. Sarcoma ¢ um cdncer derivado
originalmente de células de tecido embriondrio conjuntivo (mesenguima). Tecido conjuntivo
inclui misculo, osso ¢ cartilagem. Sangue ¢ vasos linfiticos derivam originalmente de tecido

conjuntivo, portanto, leucemias e linfémas sdo classificados como Sarcomas.
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3. Aspectos gerais sobre a biologia do cincer.

3.1. Ciclo celular,

E através da Mirose, que células cancerosas, assim como as células normais, se dividem para
formar pares idénticos de células inmds. Para que isto ocorra, a célula deve percorrer um némero
deteminado de fases, durante o qual varias substincias necessarias sdo manufaturadas para o
processo da mitose ser completado. Estas fases sio conhecidas como ciclo celular. Um ciclo
celular tipico pode ser representado esquematicamente como mostra a Figum 2.1. O ciclo
completo consiste de uma fase mitdtica, M, uma fase G (“Gap” - periodo varidvel de tempo
quando a célula sintetiza substincias para sobreviver), uma fase replicativa de sintese de um
DNA, S, € uma fase G, onde a célula manufatura substancias, prbtcinas principalmente, para o
processo fisico da divisdo celular, preparando-se para a proxima divisfo. Uma célula pode sair
do ciclo tanto no periodo G, ou G, entrando no periodo Gg (estado de repouso ou laténcia)

(Baserga 1979).

Ciclo celular

células antigas

G

células novas

Figara 2.1: Ciclo celular esquematico do tumor de um mamifero (Baserga 1979).

Células na fase S do ciclo celular sfio susceptiveis a muitas drogas anticincer. As células que
supostamente estdo na transigio entre G4-S e/ou estfio na transigiio entre G,-M sfio sensiveis a

radiagdo (Hill 1992).
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Anatomicamente, todos os tumores possuem 2 componentes basicos: O Parénguima,
constituide de células proliferativas (células que estfio em uma fase ativa - G1,5,G.M), ¢
Estroma, fetto de tecido conjuntivo e vasos.

Imediatamente apos a transformag@io matigna, visto através de microscopia optica, as células
cancerosas ¢ as suas células normais de origem apresentam poucas diferengas visiveis. Contudo,
enguanto o crescimento tumoral procede, as células cancerosas podem tornar-se cada vez mais
alteradas apresentando diferencas estruturais e funcionais significativas. A Tabela.2.1 mostra as

principais diferencas estruturais das células cancerosas.

Caracteristicas Células malignas
Raio do nicleo - citoplasma Aumentado
Raio do nicleo - nucléolo Aumentado
Coloracao nuclear Aumentada
Frequéncia de divisbes celulares Aumentada
Aparéncia do cromossomo Frequeniemente anormal
Nimero de cromossomas Frequentemente anmentada
Células gigantes multinucleadas Mats comuns
Mitocondrias Niimero decrescido
Citoplasma Frequentemente com inclusfes
Membrana celular Estrutiwa simplificada
Anaplasia Aumentada

Tabela 2.1: Diferenca estrutural de células cancerosas em relagio a células normais (Lederle 1989).

A Tabela 2.2. lista algumas das diferencas funcionais mais significativas entre as células

NOTMAais & as Cancerosas.
Caracteristicas Célula normal Célula maligna
Inibigho contactual Param de dividir com o contato Crescem desgovernadamente

Fator de crescimento Requerido Nio requer ou necessita reduzir

Coesividade Crescimento celular por toda 4 superficie Células crescem em suspensio
Motilidade Nio frequentes Usuais

Resposta para ativadores Sensiveis a estimuio Insensiveis a estimulo

Transplantabilidade Raro Tsnaj
Tamanho da culturabilidade Curta Longa

Tabela 2.2: Difcrenca funcional entre células cancerosas e células normais (Lederle 1989).
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4. Aspectos basicos sobre Injaria e Morte celular (Cotran 1999).

Uma disfungdo na homeostasia celular, causada por estimulos externos (exdgenos) ou
inteos (endégenos), pode induzir a uma Injina ¢ posteriormente 3 morte das células que
sofrem este estimulo. Entre os fatores exdgenos mais importantes podemos citar:

1. Hipoxia (oxigenagio inadequada do sangue) e/ou desbalanceamento nuiricional, geralmente
devido a uma Isquemia anterior (deficiéncia no suprimento sanguineo).

2, Agentes fisicos: temperatura elevada (hipertermia), pressdo atmosférica, radiagio (Jevando a
defeitos genéticos), choque elétrico etc...

3. Agentes guimicos e drogas como: Glicose ou sal em concentrages hipotdnicas, oxigénio em
altas concentragbes com a formagio de radicais livres, venenos, substincias poluentes e etc...

4, Agentes infecciosos como: Virus, bactérias, fungos cic..

A célula pode responder a um estimulo através de: adapragdo (atrofia, hipertrofia. etc.), dano
reversivel, alteracdes subcelulares, inclusdes, acumulacdo intracelular, calcificagio patologica
efou morte. Obviamente, estamos interessados nos danos irreversiveis.

Os mecanismos moleculares responsaveis pela morte celular sio complexos, mas existem 4
sistemas intracelulares que sio relativamente vulnerdveis:

1. A manutengdo da integridade da membrana celular, no qual a2 homeostasia iénica ¢ osmética
das células ¢ suas organelas dependem. Um dano na membrana plasmatica da céiula é um fator
central na patogénese da injuria celular irreversivel.

2. A respiragdo aerdbia celular. Hipoxia afeta fosforilacdo oxidativa ¢ consequentemente a
sintese do suprimento vital de ATP (Adenosine TriPhosphate).

3. Sintese de enzimas e proteinas estruturdis.

4, Preservagdo da integridade do aparato genético da célula.

Em coadjuvéancia com a Técnica cirurgica, a integridade de cada um destes descritos acima &

aproveitado afim de cansar morte celular nas terapias anticincer.
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Qualquer que seja o agente estimulador, existem 4 femas bioquimicos comuns que parecem
ser importantes na mediacdo da injuria e morte celular, entre eles:

1. Oxigénio e radicais livres derivados de oxigénio. Espécies ativadas de oxigénio possuem

como alvo biolégico membranas, dcidos nuciéicos e proteinas.

2. Cdlcio intracelular e perda de homeostasia cdustica. Isquemia e certas toxinas causam um
aumento prematuro na concentragio de calcio citosolico (Ca2+ ), proporcionando o influxo
deste através da membrana. O aumento de Ca™ ativa, como por exemplo: fosfolipase -
promove dano na membrana, proteases - decomposicio da membrana e proteinas
cistoesqueléticas, ATPases - exaustdo de ATP, e endonucleases - associadas com a

Jragmentagdo da cromatina (Walker 1994).

3. Esgotamento de ATP. O esgotamento do ATP assume um papel importante na perda da

integridade da membrana plasmatica, que caracteriza a injiria.

4, Defeito na permeabilidade da membrana. Estes defeitos podem ser resultados de uma série de
eventos envolvendo exausido de ATP, ativagio modulada de caleio, ctc...

Reconhece-se atualmente, duas expressdes morfoldgicas de morte celular, a Necrose e a
Apoptose . A Necrose ou necrose coagulativa refere-se ao espectro de mudangas morfologicas,
que seguem a morte da célula no tecido vivo, ofnginadas da acdo progressiva degradativa da
digestdo enzimdtica ¢ da desnaturacdo de proteinas da c€lula na injira letal. O processo ccorre

imediatamente apos o estimulo exdgeno.

Apoptose ¢ um cvento mais regulado onde swuas manifestacdes morfologicas ndo ocorrem
imediatamente apds o estimulo exogeno, ¢ sO recentemente foi recomhecido como um
importante caminho de injuria celular, distinto da necrose coagulativa comum (Kerr 1972). Este
novo conceito sobreviveu mais de 15 anos de domméncia, ¢ hoje é um dos mais vigorosos
processos investigados na biologia. Os principais indicativos morfologicos da apoptose sio:

condensacdo e fragmentacdo da cromatina.
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4.1. Mecanismo da apoptose.

O caminho pelo qual a Apoptose é induzida é complexo, depende de muitos fatores ¢ ainda é
motivo de extensivos estudos. Contudo, a sequéncia de eventos que a apoptose atravessa parece

estar estabelecida, como veremos a seguir:

1. Condensacdo da cromatina. Esta troca é associada com a clivagem do DNA nuclear
ocotrendo em regides ligadas entre nucleossomos, para produzir uma séric de fragmentos que
sdo mitltiplos de 180-200 pares de bases. Cada fragmento da uma caracteristica de padrao de
escada para as células apoptéticas em gel de agarose. Este padrio contrasta com o padrio
difuso de DNA aleatdrio que ocorre na necrose. Esta fragmentacio internucleossémica do DNA
¢ mediada por uma endonuclease sensitiva ao cilcio. A endonuclease € ativada pelo aumento

de calcio induzindo fragmentagio no DNA causando a condensacdo da cromatina.

2. A alteraciio no volume celular e forma tem sido atribuido em parte a indugio, com células
apoptéticas, de atividade fransglutaminase. Estas enzimas causam extensivo “cross-linking”™
das proteinas citoplasmaticas, formando nma concha abaixo da membrana plasmatica similar a
da queratinizagio de células escamosas.

3. Fagocitose dos corpusculo apoptoticos por macrdfagos € outros tipos de células ¢ mediado
por receptores destas células, o qual ligam-se e engolfam as c€lulas apoptoticas.

4, Um importante fator da apoptose € sua dependéncia em muitos (mas ndo todas) instdncias na
ativagdo do gene e novas sinteses de proteinas.

5. Certos genes envolvidos no crescimento ¢ na causa do cincer (oncogenese e genes

supressores) disputam um papel regulatério na induggo de apoptose.

“No organismo sauddvel, a Apoptose € solicitada nataralmente na destruicdo programada de
células indesejdveis na embriogénese e metamorfoses, involucio de dependéncia hormonal no
adulto, esgotamento celular em proliferacdo de células, morte celular em tumores, morte de
células imunes, atrofia patologica de tecidos hormonio-dependentes, morte celular induzida por
células citotoxicas T, injiria celular em certas doengas virais, morte celular produzida por uma

variedade de estimulos injuriosos que sdo capazes de produzir necrose”.
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A Figura 2.2 mostra um diagrama ilustrativo das caracteristicas da apoptose.

Figura 2.2: Diagrama ilustrativo das caracteristicas morfologicas da apoptose (Kerr 1972).

“A palavra Apoptosis é usada em Grego para descrever o ‘desprender’ ou ‘cair’ das
pétalas das flores, ou das folhas das arvores (AR. Currie)”.

As principais diferencas entre as expressdes de morte celular estdo resumidas na Tabela 2.3

abaixo:
NECROSE APOPTOSE
Estimulo » Hipbxia » Fisiologico
o Toxinas » Patoldgico
Histologia * Expansio celular » Células simples
) » Necrose coagulativa » Condeansagfio da cromatina
* Organelas desorganizadas = Corpisculos apopi6tices
Mecanismos de quebra de DNA ¢ Aleatorio » Internuclecssbmico
® Deplecdo difusa do ATP ® Ativac@o genética
< Injiiria da membrana, » Endonuclease
s Danos por radicais livres
Reacio no tecido » Inflamagio * Sem inflamacdo
* Fagocitose de corpos apoptdticos

Tabela 2.3: Principais diferencas envolvendo necrose e apoptose (Cotran 1994),
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5. Caminhos da PDT para destruicio tumoral (Peng 7996).
Segundo Peng e colaboradores, o conjunto de resultados descritos na literatura, sugerem 2
principais caminhos de destruigdo tumoral via PDT que sdo:

1. Destrui¢do Indireta. Caminho iniciado pela destruigio do sistema vascular (endotélio ¢ outros
componentes da parede vascular) ¢/ou matriz intercelular, seguida por hipéxia (e/ou anéxia)
tecidual, que finalmente resulta na morte de células neoplasicas.

2. Destruicdo Direta. Neste caminho, células tumorais morrem como consequéncia do mau
funcionamento de, por exemplo, fungSes mitocdndriais ¢ de sisiemas de biomembranas

celulares.

5.1. Destruiciio indireta de células tumorais.

As evidéncias sugerem, em muitos casos, que a destruigiio tumoral mediada pela PDT-HpD
scja devido primariamente ao dano vascular induzindo hipéxia/anéxia nas células tumorais e
necrose. A PDT induz, em pouco tempo apds irmadiagio, certos distirbios patofisiologicos em
arteriolas, capilares ¢ vénulas pos-capilares, como constrigio e/ou vasodilatacio pela agregagdo
de células do sangue ¢ plaquetas. Isto diminui o fluxo de sangue ¢ finalmente leva a completa
perda no fluxo normal. Este processo pode parcialmente ser mediado por uma resposta
inflamatoria, iniciado pela destrui¢o de células endoteliais (provavelmente tambeém por
plaquetas circulantes) resultando em hiperemia, edema e trombose, e finalmente em
hipoxia/anéxia como necrose de células neoplasicas. Este processo ¢ aumentado pela liberagio
de compostos vasoativos (fosfolipase A, prostaglandinag, tromboxana Aj), infiltragdo de

neutréfilos no estroma do tumor e talvez influenciado por reagfes imunes.



5.2. Efeito fotossensibilizante direto em células neoplasicas.
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Estudos mostram que a resposta direta de células tumorais para PDT pode ser favorecido

pelo uso de lipossomos de baixa densidade (LDL) como “carregadores” de HpD, e do intervalo

de tempo 6timo entre injecdo da droga e irradiagio da luz onde observou-se que algumas

enzimas transmembranosas, ATPase e citocromo oxidase, foram muito sensiveis a PDT. Pela

téenica de *'P-NMR foi possivel demonstrar que a redugdio dos niveis de ATP em carcinomas

mamarios tratados com PDT-HpD € uma resposta direta ¢ inicial do tecido tumoral para PDT ¢

mais apropriadamente cansado pela inibigio da fung¢do mitocondrial (Ceckler 1986, Hilf 1987).

A Figura 2.3 mostra um diagrama generalizado dos possiveis caminhos de destruigéio via PDT.

Dye dentro Reaglio | Rompimento endotzlial Consunzo de
de célu]as 1mums ¢ subendotelial Oxigénio niio
Tms local da camada danificada especifico

Formag&o ¢ liberagso de Formagio ¢ liberagio de
tecldo tmnorﬂl fatores de permeabilidade fatores coagulantes
= adesiio de plaquetas
Alterseso agregagao de plagquetas
Hemodingnica T 56
?
VAsOGONSITioEs
vasodilatagio
hyperemia
exudacao plagnatics 9
| L 4 .
Fator de . RBC
necrose estasia | | extravasagio
turnoral [
‘ Y L
Dano vascular severo Esquernia
e hemorragia l
de WBC Hypoxia/ Andxia

Figura 2.3: Diagrama proposto para ¢ caminho da destrui¢io tumorat (Peng 1996).
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LUZ E TECIDO BIOLOGICO

“No novo cendrio, as idéias de distingiio (entre particulas e ondas) desapareceram porque
descobriram-se que todas as particulas possuem propriedades ondulatérias e vice-versa.
Nenhum dos dois conceifos deve ser descartado, eles devem sim ser amalgamados. Qual o
aspecto que se impde ndo depende do objeto fisico, mas sim, do aparato experimental
utilizado para examing-lo (Erwin C. Schrédinger).”

1. Introdugao.

No momento em que tratamos de entender a interagio da radiagio cletromagnética com o
tecido vivo, fica dificil apresentar um capitulo constando apenas os aspectos fisicos € um outro
com os aspectos biologicos. Assim, neste capitulo apresentamos a “mecénica” da interagio luz-
tecido biologico com enfoque especial aos interesses dos objetivos do trabalho de tese proposto.
Na primeira parte do capitnio estabelecemos a conceituagio fisica indispensivel ao
entendimento do assunto sem os detalhes exigidos em um trabalho de fisica pura, porém, com
indicagtes claras da aplicagdo biologica. Na segunda parte, apresentamos os aspectos gerais da

molécula de O, no tecido.

2. Luz e laser.

Antes de mais nada, ¢ bom salientar que tudo o que se fala sobre Luz, aplica-se para o Laser,
apenas, Laser possui alguns propriedades particulares como monocromaticidade, coeréncia ¢
colimagéo, as quais ndo afetam a conceituagdo de luz propriamente dita.

Quando nos referimos a luz, geralmente falamos em cor, frequéncia, comprimento de onda,
energia dos fotons e intensidade. A interligagdo entre tais conceitos depende; do observador
(“cor” tem sentido somente para o ser humano que identifica uma fracdo do espectro
eletromagnético através do seu olho™); do modelo fisico (“frequéncia e comprimento de onda”
correspondem ao modelo ondulatdrio e “foton™ ao modelo corpuscular.
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Para a luz (ou laser) propiciar a PDT, ela tem que, inicialmente penetrar no tecido. O modelo
ondulatorio facilita o entendimento da propagagdo. A absorgio da luz pelo fotossensibilizador e o

restante do processo sdo melhor entendidos através do modelo corpuscular.

3. Modelo ondulatério da luz ne tecido biolégico.

As equagbes que governam os fenémenos eletromagnéticos sio descritas pelas Equagdes de
Muaxwell (3.1-3.4). Um aspecto basico destas equagdes é a existéncia de solugdes sob a forma de

ondas caminhantes que transportam energia de um ponto a outro (Jackson 1983):

5. Dednp (Lei de Gauss}) (3.1a)
5. 5=0 (inexisténcia de monopolo magnético)  (3.2a)
158 (Lei de indugdo de Faraday) (3.3a)
UxE=—5"
ca
B (Lei de Ampere) (3.42)
57 A%
onde E ¢ o campo elétrico. B € a indugio magnética.
D=cE+P ¢ chamado deslocamenio elétrico. H=B/p-M ¢ o campo magnético.
g é a penmissividade do meio. | € permeabilidade do meio.
p é a densidade de carga do meio. o ¢ a condutividade do meio.
¢ e a velocidade da luz no vacuo (=3x10° m/s). J=cE (Lei de Ohm).

Consideremos preferencialmente um meio linear homogéneo, isotrépico ¢ fisicamente em

repouso. Nestas condigdes, D=tE e H=B/u. Portanto podemos rescrever as equagies como;

%E=i;£ (3.1b)
V.B=0 e
ﬁxE’:—CL%—B_ (3.3b)
§x§=47w65+#85 E (3.4b)
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A solugio deste conjunto de equagdes, mostrada a seguir, levara a resultados em termos de
ondas planas muito proximas do comportamento da radiagdo de um laser.

Inicialmente, estamos interessados em estudar a propagagiio de ondas eletromagnéticas num
meio livre ¢ homogéneo. Para isso, desacoplamos matematicamente a equacdo (3.4b), tomando

o operador matematico (VX) em ambos os lados da equagdio.

s
[

- o HED o o
@E}‘*‘cairﬂﬁ')

&(6’ x B}s
onde E é assumido ser uma funcdo “bem comportada” (continuaz € sem singularidades).

Substituindo (3.3.b) na equagio acima temos:

- _- - 4 i ’E
VXV x B=— %G 9 E+P«§6 g‘

< 8t oo

O vetor produto tripio pode ser simplificado fazendo uso do gperador identidade:

Tx(@x B=V 7. p-V2p- © como (V5=0), ficamos: v2p_tEd’B 4mis o B
' I

e simitarmente para (3.3.b) para um meio sem carga (p=0)

__ped’E Mmpo g E
v? _ue 4
E & o ¢ o
Para o=0 (meio nio condutor):
op ueg’p_ o omAloBAMENte | yppp
V'B- 2 =0 VE—7_5=0
¢ of oo
Equacio de uma Onda

onde no vacwo (ou=ar)u=lee=1.

A eguaciio acima tem uma as solugSes bem conhecida de Onda Plana propagante no espago
na velocidade de fase ¢ (da luz) com um comprimento de onda A como mostra Figura 3.1.

Em optica, o coeficiente da velocidade da luz no vacuo pela velocidade da luz num certo

meio é chamado de indice de refragdo v deste meio (em relagio ao vacuo).

onde K, ¢ a permissividade relativa do meio.
K, ¢é a permeabilidade relativa do meio, para o tecido biologico K, =1.
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Pode ser demonstrado que os campos E e B sio perpendiculares entre si ¢ também a diregéo

de propagagdio. A Figura 3.1 mostra uma onda eletromagnética congelada no tempo e no espago.

Figura 3.1: Configuracio basica de uma onda eletromagnética plana “congelada” no-espago ¢ 0o (empo.
Os campos E e B sdo perpendiculares entre si ¢ também a diregio de propagagéo (Hechi 1987).

4. Propagacio da luz na matéria.

Trataremos agora do processo pelo qual a luz se propaga através de um meio diferente do
vacuo. Dispersdo ¢ a dependéncia de n com o comprimento de onda A (ou cor) da luz. Esta

pode ser faciimente entendida pelo exame da interagdo da onda cletromagnética incidente com a
rede de atomos que constitui o meio. Admitindo que se tenham N moléculas por unidade de

volume, com f; osciladores por molécula, pode ser demonstrado que:

Wiojets Ny (L)
gg, 4 O)Gj

Equacdo da Dispersio
onde ¢, ¢ a carga e m, ¢ a massa de repouso do elétron,
o é a frequéncia de ressonéncia do oscilador.
Para @0 a dispersdo é normal, € ¢ caracterizada por n predominantemente real. Neste caso
o material é “transparente” a radiagdo, e a parte imaginaria positiva representa dissipagdo de
energia da onda eletromagnética para o meio em forma de espalhamento.
Para o=wm, (ressondncia) a dispersdo ¢ andémala apresentando m predominantemente

imaginario. As regides imediatamente proximas a @g sdo chamadas de Bandas de absorgdo.
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A Figura 3.2 mostra um diagrama esquemdtico do espectro eletromagnético, mostrando

relagdes entre frequéncia, comprimento de onda e as varias outras unidade de energia.

v A hv hv

(Hz)  (metros) (eV)

] ] Produgiio Artificial

a4 = 13 Técnicas d

] ]& 10 - Einerimeniais Aceleradores

]
n Tubos de Raios-X
= Difragao Espectroscopia ?
R-X incrotrons
- Molecular %
— (nm )
L 430 Violeta
o 490 Azul
+- 530 Verde
~ 577 Amarelo
. 590 Alaranjado
s — 630 Vermelho

g d? = Vibragio Corpos incandescentes

] Lamt g = Magnetron

= _ _ Rotagio Klystron
| GH ;

_]0 tm =g —16° THE n{;“n Tubo de ondas

4 g ]
1 MHR, of i i | m! Circuitos eletrénicos

B =) - | Radiofrequéncia

7 = 4 -
| kHrh 03 10 10 Linhas de poténe

Figura 3.2: Diagrama esquemético do espectro eletromagnético (Hecht 1987).

Em um meio Dispersor, temos a equagio:

L]

__ecanalogamente _ > P
SrE=0 R B+he s B=0
Equacio de Helmholtz:

As solugdes para E (ou B), considerando cada componente da frequéncia temos:

E =Egeﬁ?f—fms

¢ tomando a parte real,

E = Eycos(kz—ot)
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4.1. Irradiancia,

Uma das propriedades mais significativas das ondas eletromagnéticas ¢ que ela transporta
energia. O fluxo de energia que atravessa uma determinada area em um determinado intervalo

de tempo na diregdo de propagagdo da onda ¢ dado pelo Veror de Poynting, definido como:

Y c
=a o £ 2.
S 2 ExH S % u—1|Eo|
Seu valor médio, é a Irradidncia (ou Intensidade):
_ =2
I:S=806‘IE|

Isto caracteriza a quantidade média de energia transportada pela radiacdo eletromagnética.

A atenuagdo de uma onda em um meio € expressa, com maior comodidade, em termos das
partes eal ¢ imaginaria do nimero de onda k. Se o niimero de onda for escrito como:
k=B +i%-
B 2
O pardmetro o é conhecido como coeficiente de absorgdo. Assim a Intensidade de urma onda

num meio dispersor cai com exp(-o.z). Portanto:

-z
I=1 0€
A diminuigio da infensidade em um meio qualquer, na direcdo do feixe incidente, pode
ocorrer devido ao fato desta ser consumida na excitagio dos atomos e também porque a luz ¢

espalbada ou difundida.
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5. Janela biolégica.

Muitas moléculas orgénicas e 4gua tem alta absorgio na regidio UV. Acidos nucléicos ¢
proteinas exibem absorgio maxima no intervalo entre 260-290nm. Radiacio Infravermelha
penetra pouco, devido a sua forte absorgio pela dgua ¢ melanina. Na regido visivel do espectro, a
absorgdo da luz pelo sangue se da principalmente em A=550nm (hemoglobina) ¢ 2=545/575nm

(oxihemolobina) (Wilson 1986).

6. Janela terapéutica.
A distribui¢io da luz no tecido ¢ uma funcio complexa de propriedades opticas do tecido. 4
absorgéio e espalhamento da luz é dependente do comprimento de onda. O decréscimo na

intensidade da luz (fluéncia) no tecido exposto para um feixe de luz plano de diferentes

comprimentos de onda, em funcio da penetragio, & mostrado na Figura 3.3,

Tliravioleta : Visivel , Infravermelho

= 2B 300 400 500 600 3?0 . .1‘!00. y,_nn lq.ﬂﬁﬂ ne

Figura 3.3: Representagio esquemitica de um corte de tecido humano € o percentual de penetracio para
diferentes comprimentos de onda (Zezell 1991).

No visivel a luz de comprimento de onda mais longo penetra melhor do que comprimento de
onda mais curto. Entre 600-700nm, ndo hd competicdo de cromdforos enddgenos, ¢ a

profundidade de penetragio no tecido é tipicamente 1-Smm.
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7. Modelo corpuscular da luz no processo fotodinamico.

Como apontado anteriormente, 0s aspectos ondulatérios da radiagio cletromagnética tornam-
s¢ aparentes quando se investiga a maneira pelo qual a radiagio se propaga, enquanto que os
aspectos corpusculares tomam-se aparentes quando € investigada a interagio da radiagio com a
matéria. Quantitativamente a equivaléncia entre uma onda cletromagnética, resultante da solugdo

das equagbes de Maxwell, e os fotons € dada pela relacdo de Einstein:

ey he 3.5)

onde v € a frequéncia da onda
€ ¢ a energia do féton e
£ ¢ uma constante de proporcionalidade.
Alternativamente mostramos a relacdo com o comprimento de onda no vacuo (A), onde “¢” é
a velocidade da inz, também no vacuo.
No caso da radiagio do laser de HeNe, utilizado no presente trabatho, A=632,8nm,

resultando pela equagdo (3.5) em um féton de £1,96 eV.

Em sua tese de doutoramento (1924), Louis DeBroglie, sugerin que como 2 luz possuia
propriedades quer de particulas, quer de orda, conforme era conhecido, talvez a matéria - em
particular, elétrons - pudesse também apresentar ambas as caracieristicas. Em decorréncia desta
simples idéia, a interagdo da radia¢iio com a matéria (absorgiio e emissfo) é geralmente estudada
com ¢ auxilioc do modelo compuscular da luz e ainda, com o auxilio de um formalismo

matematico que ndo encontra similar classico, isto €, através da Mecfnica Quintica.
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7.1. Postulados da mecéinica quintica de interesse a0 nosso estudo.

Anos depois, em 1926, Erwin C. Schrodinger demonstrou que a idéia de DeBroglie podia
ser generalizada para abranger particulas ligadas (atomos e moléculas). Abatxo apresentamos os

postulados que formam o alicerce basico da Mecinica Quantica:

Postulado 1: “O estado de um sistema é descrito por uma funcio de onda ¥ dependente das
coordenadas espaciais e do tempo. Esta funcdo contém todas as informacdes que podem ser
determinadas sobre o sistema. Esta funcdo deve ser matematicamente finita, continua e
quadraticamente integravel no espaco”.

Postulado 2: Para todo observivel fisico existe um operador linear correspondente Hermitiano
(operador com valor médio real). Para achar este operador, basta escrever a expresséo classica
da mecanica para o respectivo observivel em coordenadas cartesianas e correspondentes
componentes de momentum linear, fazendo as seguintes substituicdes:

Py 5 O

- e P S
X ¢ p—- lhax
y=7 5
242 py-—>—rh§;-
s

pzquhaz

Postulade 3: Os valores possiveis que podem resultar das medidas de um observivel fisico G

s3o os autovalores g; da equacio:

G‘“ ;=gil|-’,'
onde € é o operador correspondente para a grandeza G. As autofuncoes ¢; devem ser
necessariamente “bem comportadas”.

Os niveis de energia de um determinado sistema (atdmico e/on molecular) podem ser obtido
através da resolugéio da equagio:

Av,=Ev,
Equacio de Schorddinger independente do tempo.
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Um solugfio genérica para os estados ¥ que um sisterna (simples ou complexo) pode assumir,
sdo caracterizados pela fungfo geral:

tpk,f_m(?)=R”,{(F) Y:(e 7¢)
onde Ry ¢ afincdo radiale Y| sio os harmonicos esféricos (veja Cohen-Tannoudji 1977).

Os mimeros quénticos n (principal), I (orbital) e m (magnético), estio associados a:

Energia: E; onde E; ¢ a energia de ionizagio do sistema com n=1,2,3....

En= 2
H

Momento angular total: L= 1’ g(g +7 )k com £0,12,...(n-1)
Projecdo do momento angular: L.=mh “om m= -6 -£+1,. 0., A1 +¢
Z

O nimero qudntico spin (s) € devido a propriedade magnética intrinseca do elétron. Nio ha
equivalente classico, ¢ pode somente assumir os valores (s=+%, -%2).

Cada funcio de onda y,, solugio da equagfio acima, define um orbital ¢ as propriedades dos
elétrons do sistema em estudo. Uma imprecisa, mas pictorial, interpretagdo do orbital é uma
nuvem eletrénica cuja densidade de probabilidade na regido do espago depende de valores de

w”. Esta superficie limitante & uma representaciio de um orbital eletrénico.

Postulado 4: Se & é um operador Hermitiano que representa um observivel fisico, entdo as
auntofuncSes ¢; da equacio de autovalor

GV . =8V,

formam uma base completa.

A fungdo de onda y pode ser expressa matematicamente pelo produto das autofungies dos

operadores.

Y~>0,0,0,-0.,,...9 0. P,
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Os orbitais 4p podem ser essencialmente centrados em um nicleo (orbital atémico) ou em
mais micleos forbital molecular). Cada orbital pode acomodar niio mais do que 2 elétrons ¢

estes devem ser pareados (T\) (Principio de exclusdo de Pauli).

Postulado 5: Se W(q,t) é uma funcio estado normalizada de um sistema no tempo ¢, entdo o valor
médio de um observavel fisico G {ou elementc de matriz) no tempo ¢ é definido como:

@=ly |G }=I¥C¥ ar

Postulado 6: O desenvolvimento do tempo de um estado de um sistema néo perturbado é dado
pela equacdo de Schrddinger dependente do tempo

E___ ~

io ™
Equacio de Schridinger dependente do tempo

7.2. Transi¢des quénticas.
A interagdo da radiagio eletromagnética com a matéria € govemada por algumas leis que
dizem respeito ao espectro atémico, molecular e estrutural da matéria:

1. Um sistema emissor-absorvedor assume somente estados discretos definidos, que séo
caracterizados por energias totais definidas.

2. Quando o sistema emite ou absorve radiacgio, este, esta fazendo uma transigfio de um estado
para outro. Se o sisfema passa de um estado de maior energia g para um estado de menor
energia €;, um foton serd emitido e a _frequéncia do féron serd: v=(ere;)/k onde h=6,63x10'34
Joules.seg (constanic de Planck - 1900).

Uma esquematizacdo dos processos de transi¢do entre 2 nivels de energia de um sistema na
presenca de um campo ecletromagnético, € mostrada na Figura 3.4. Muitas linhas Opticas

emitidas pelos sistemas atémicos-moleculares correspondem a transigdes de dipolo elétrico.
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) Antes Depois
hv & €
Absorcio g
€
(a)
& € hv
Emissio Espontianea -

Figura 3.4: Representagiio esquemdatica do processo de transigiio entre 2 niveis de um sistema na
presenca de um campo eletromagnético externo (Eisberg 1986).

Na absorgdo, o sistema no estado (g;) ¢ promovido para o estado (&) quando a radiagdo
eletromagnética interage com o ele, sendo um féton absorvido neste processo.

Na emissdo espontdnea, o sistema micialmente no estado de maior energia (g;) decai para o
de menor energia (g;) emitindo um £6ton. Isto é devido 2 flutuacSes da energia de ponto zero do
campo eletromagnético. O valor tipico do tempo de vida para estes atomos excitados é de 10° 5.

Desde que o elétron atbmico possa ser encontrado em qualquer lugar onde a densidade de
probabilidade for apreciavel, a carga nfo fica restrita a um sitio particular. Com efeito, o sistema
tem uma distribuicdo de carga que € proporcional a sua densidade de probabilidade. A absorgio
da luz por um sisterna 1esulta principalmente da interagdo do vetor campo elétrico (E) da onda
incidente com os elétrons do sistema atdmico, podendo baver uma mistura de dois autoestados
qudnticos. Nestas condighes a distribuigio de carga oscila exatamente na frequéncia do foton
emitido na transic3o.

O momento de dipolo elétrico de uma molécula (p=Qx), ¢ uma medida da separagio do
centro da distnibuigdo de carga (Q) dos elétrons de um sisfema ao ponto em estudo. Como

primeira aproximacgdo, a natureza perturbativa que o campo elétrico da luz exerce sobre os
elétrons de um sistema, é similar a interacdo do £ com 0 momento de dipolo elétrico () deste

mesmo sistema. Veremos com maior detalhe, as condigdes para que ocorram tais transigdes.
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7.3. Regras de selegiio para uma transigiio de dipolo elétrico.

As tegras de selegdo relacionam os numeros quénticos que caracterizam os estados inicial ¢
final do sistema durante uma transigio provocada por uma perturbacdo. Matematicamente, a
existéncia de regras de sele¢dio se deve ao elemento de matriz do momento dipolar possuir valor
maximo quando as funcdes de onda do estado final e inicial, superpdem-se consideravelmente,
durante a transigio.

Seja W(t) a perturbagio causada no sisfema pela radiagio incidente. Pode ser demonstrado

que a probabilidade de transi¢do de um estado gudntico @¢ pata ¢ ¢ dada por:

= (e%-efi A
st ) = ﬁ_%f e"fT-(w Ao}t

A expressdo da perturbacdo para este caso ¢ dada por:
W(t)=- (D). E =(qF,) z cosot

com
z=r.cos9 =@r¥(9)

Assim o elemento de matriz da transicdo fica proporcional a:
[YF YiYE du
¥V

Portanto havera transicdo (integral acima diferente de zero).

1. Entre estados de paridade diferente (par-impar): A f=+]
2. Quando o momentum angular for conservado: Aym—() +]

3. Quando o spin for conservado: AG—()
Como os estados de spin sfo “transparentes™ ao operador perturbativo, no caiculo do elemento

da matriz, obteremos um resultado ndo nulo, somente quando ndo houver mudanca de spin.
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8. Moléculas diatomicas.

As reacdes fotossensibilizadas resultam da interagdo entre o fotossensibilizador ativado e o
oxigénio presente nas células - levando ao chamado efeito fotodindmico com a formacgio de
oxigénio singlefe ('0,). A reacde do oxigénio singlete com alvos biomoleculares é geralmente
considerada como o caminho inicial para o dano fotodindmico. Uma molécula de oxigénio
pode ser interpretada como um arranjo estavel de um grupo de micleos e elétrons, onde este
conceito é uma extensio natural do conceito do atomo. A configuragio exata de uma molécula é
dada pelas forgas cletromagnéticas e pelas leis da mecinica quéntica, mas isso pode ser
complexo mesmo quando sdo empregados métodos aproximativos. Entretanto, as propriedades
de simetria de uma molécula podem oferecer informagio qualitativas importantes sobre as
funcdes de onda moleculares ¢ propriedades de simetria.

Define-se operagdo de simetria a transformagdo de um corpo cuja posigdo final é fisicamente
indistinguivel da posi¢io original, contanto que as distancias dos atomos sejam preservadas.

Diferentemente do caso atémico, onde nZo ka diregéo preferencial, nas moléculas diatémicas
a diregiio que une os dois micleos € convencionalmente tomada como uma dirego preferencial
z. Assim a Hamilioniana da molécula, onde somente a interacdo coulombiana é levada em

conta, apresenta uma complexa invaridncia se realizarmos uma rotacdo ao redor do eixo z. Desta
forma, a componente do momento angular Lz ¢ uma invariante . Com isto, as autofungbes

eletrbnicas ¢, da molécula diatdmica sdo autofuncies simultineas de L e Lz, ou sgja;

Hy 1=E3_l|11

fA=
LY l:mzhlll Z'=-|-‘A;il|] A onde £A=10,1,2,3...
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De acordo com Lz, caracterizado por A, estabeleceu-se a seguinte notagdio espectroscépica.

Valor de A 0 1 2 3 4
momenta angular total des elétrons (L) E I A D r
momentum angular individual de um elétron 4 n b ©® ¥

Devido a rotacdo ao redor do eixo z, a molécula diatdmica apresenta invaridncia com relagdo
a trocas como yi—>y; € X;—>-X;. Esta invaridncia faz com que os estados +A ¢ -A (desde que
A+0) sejam degenerados (mesma energia) duplamente. Esta dupla degenerescéncia € conhecida

como Dubleto -A. Entio temos;

Ai\V M=azhlv Ao coma==%x1

Desta forma, apesar do estado fundamental nio ser degenerado, ha 2 tipos de estados
fundamentais distintos:

1. £+ sio agueles que a agiio de Ay (y;—-v:) ndo muda o sinal da fungdo de onda.
2. ¥, séo aqueles cuja acdio de Ay sobre a fungio de onda muda o sinal.

Para moléculas Homonucleares (caso do ;) 2lém do discutido acima, temos que os estados
530 invariantes por mudanga do tipo z;—-z;. Deste modo, o centro de massa da molécula é um
centro de inversdo, ¢ consequentemente os estado energéticos s¢ tomam invariantes por
mudancas de r;—>-r;. Assim,

IZWA”U-ZWA coma =+1
Com isso, a invaridncia por inversdo dos estados eletrénicos em moléculas diatdmicas

moleculares cria dois grupos de estados:

1. “g” (gerade). Aqueles cuja fimcdo de onda nfio muda o sinal por inverséio —-T;. (2, I1;...)
2. “u” (ungerade). Estados cuja fungdo de onda muda o sinal por inversdo —>-1;, (2o, I1,...)

Assim temos que para moléculas homonucleares os estados eletrdnicos de A=) podem ser-

2% Tgh Ty B
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8.1. Configuracio eletrdnica do oxigénio (Laustriat 1986).
A distribuigfio eletrbnica do atomo de Oxigénio (segundo Pauli) ¢ dada por:

O (Z=8) = 1%, 2¢%, 2(pSpy'p2")

onde s e p sdo os orbital atdmicos.
Pxyx 530 orbitais atdmicos isoenergéticos da camada de valéncia

Independentemente do modelo ou visualizagdo da ligacdo, o fendmeno fisico responsdvel
pela estabilidade de uma molécula é o abaixamento da energia potencial coulombica, que
ocorre quando os elétrons de valéncia sofrem atraciio dos micleos. Em aproximagdo simples, g
combinagdo linear de 2 orbitais atémicos ird formar dois orbitais moleculares, um de encrgia
mais alta (anti-ligante) e outro de energia mais baixa (figante) do que os orbitais atdmicos.
Assim, na molécula de Oxigénio (Z=16), os orbitais atémicos 1s internos sfo mantidos
proximos aos seus respectivos micleos e sio poucos afetados pelo fato destes estarem livres ou
ligados quimicamente (sdo considerados eléfrons ndo ligantes). Com isso, a configuracio
eletronica de menor energia que representa os 12 elétrons de valéncia pode ser dada por:

(025)*(c*25)(02p) (2p (W2py) (1*2py) (n*2py)*

onde Associado ao orbital s: ¢ = orbital ligante, o*= orbital anti-ligante.
Associado ao orbital p: & = orbital ligante, ®*= orbital anti-ligante.

No estado fundamental (3Eg'), o oxigénio € paramagnético e ndo pode reagir com moléculas
diamagnéticas sem remover 2 restri¢io de spin. Devido a sua natureza relativamente ndo polar,
ele é muito mais soluvel em meio orgdnico do que em dgua. No primeiro estado excitado (115g -

22kcal/mol), gue remove a restri¢do de spin, ele é mais reativo (Foote 1968).
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A Figura 3.5 mostra a estrutura eletronica da molécula de oxigénio resultante da separacio
dos orbitais atdmicos, onde para ¢ otbital mais extemo 11:g constata-se:

1. Um elétron em cada orbital com spins paralelos (Fig.3.5.4): Esta configuragdo descreve a
energia mais baixa (regra de Hund) ¢ representa o oxigénio molecular normal, cujo estado
fundamental é chamado triplete CZ g)-

2. Os elétrons pareados no mesmo orbital (Fig.3.5.¢), com spins opostos (estado singlete 1Ag).

3. Elétrons com spins opostos localizados em 2 diferentes orbitais (estado singlete ' ,-Fig.3.5/).

(ov)
('ms)
('m)
(s)
2 (ow)
- (oe)
is - E%S
ATOMO MOLECULA
F) N:7e” N,: l4¢ 0:8e" 0, 16¢
s ) 2 ) 2) 4
- —gpy, ot | e | e | —
HNlg NN | NN NN N
o TR - 24 24 FIR N
25 —2 fundaiiota | 5% Estado. Estados,
Trplee T | (098ev) | (L6ev) | Triplete T,
1s #—= *0(Z)| '0,(A)]'0,(Z2) | *C(ZD
0=0" | <0=0>} 10-0¢ | 10=0t

Figara 3.5: Orbitais atdémico (a) ¢ molecular (b) dos elementos N, O. Configuragio eletrbnica do:

Nitrogénio (c); ¢ da molécula de O, nos estados fundamental (d) ¢ ativado (ef,g).
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O oxigénio molecular é ambiguo na natureza, isto €, ele ¢ indispensavel para a vida aerobia.
Contudo, uma vez que sua concentragdo estid mais alta do que o normal, ele pode se tornar
perigoso para o sistema vivo. Ele € o substrato de algumas enzimas (oxigenases, oxidases) e
produto de outras (superéxido dismutase, catalases). Ele tem um caracter birradical responsavel
pela sua reatividade natural (oxidagfio) e por sua habilidade de aceitar elétrons (dando origem a
fons superdxidos quimicamente ativos 0,7, com baixa energia de ativaggo (0,16eV) ou também
0.~ que perde sna caracteristica de birradical desde que os clétrons de 11:3 estejam parcados).

O oxigénio singlete tem uma energia de ativagfio mais baixa (0,98¢V) ¢ pode difundir atraves
da membrana plasmatica das células. Seu alvo biologico sdo membranas, acidos nucleicos e
proteinas. Neste estado, o oxigénio nfio tem mais as caracteristicas de birradical, se comportando
como uma molécula “duplo-ligada™. Seu tempo de vida ¢ relativamente longo na auséncia de
desativagio interna (tp=2ps em H,0). A energia mais alta (1,6eV) do estado singlete tem o
tempo de vida mais curto (10;10“"”5 em H,0), e por esta razio, sua implicagdes no efeito
fotodindmico ¢ insignificante. O estado singlete do oxigénio resulta da transferéncia de epergia
por processos colisionais ¢ nfo da transigio eletrdnica para um orbital vazio. Este estado é
gerado pela transferéncia de energia do mediador mas no por transicio optica originaria do
estado fundamental triplete, que em ambos os casos sdo triplamente proibidas: por

multiplicidade, por momenio angular e por simetria.

9. Aspectos gerais do oxigénio no tecido.
Uma vez entendida a limitacio que o O, tem para, por absorgio de fotons, transformar-se em
singlete para causar a destruigdo celular, é necessario para o entendimento do presente trabatho,

o conhecimento da distribuigio do O, em tecidos em equilibrio biologico.
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9.1. Tecido normal.

O ar que respiramos, a uma pressio P=760mmHg a0 nivel do mar (1Kgfiem®) (Campinas
P=713mmHg), possui uma composi¢io aproximada de 79% de Nitrogénio ¢ 21% de Oxigénio.
Nestas condicbes, a pressao parcial do oxigénio ¢ PO,=160mmHg. Devido 4 umidificagdo do
gas (vapor) e a uma mistura venosa do sangue no coragao, a PO, do sangue bombeado para a
aorta é de aproximadamente 95mmHg permanecendo assim até atingir os tecidos periféricos,
onde 0 oxigénio ¢ liberado nos liquidos teciduais, para ser utilizado pelas células, na forma de
oxigénio molecular dissolvido (isto representa aproximadamente 97% de saturagio habitual da
hemoglobina). A PO, intracelular normal varia de 5-40mmHg tomando o sangue venoso com
PQ,=40mmHg (75% de saturagio habitual). Como apenas 1-3mmHg da pressio de oxigénio sfo
normalmente necessarios para que ocorram as reagdo quimicas intracelulares nomnais, a baixa
média do PO, celular de 23mmHg ¢ suficiente para garantir a sua sobrevivéncia com um

consideravel fator de seguranca (Guyton 1991).

9.2, Tecido tumoral.

Raramente a distincia célula-capilar ¢ maior que 50um. Normalmente, o oxigénio difunde
dos capilares para as células com rapidez suficiente para suprir toda a quantidade necessaria de
oxigénio utilizado no metabolismo. Todavia, em ocasides patolégicas (tumnores), células em
crescimento desordenado, podem, pressionar algum vaso (provocando uma isquemia -
deficiéncia no suprimento sanguineo), efou, estarem distantes do limite de difusdo oxigénic-
capilar. Assim, a PO, intracelular pode cair abaixo do nivel critico de 1-3mmHg induzindo

hipdxia (oxigenagio inadequada do sangue) no iecido ém questdo (Guyton 1991).
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Dois modelos gerais, mas ndo exclusivos, tem sido propostos para explicar a existéncia de
células em hipoxia em tumores (Figura 3.6). O modelo da Corda, diz que ¢élulas em hipéxia
estdo distantes do limite do intervalo de difusio do oxigénio aos vasos sanguineos. O modelo do
fluxo sanguineo oscilante, diz que regides do tumor abastecidas por um ou mais vasos
sanguineos podem tomar-se hipoxias por um curto periodo de tempo como um resultado de uma

interrupgdo intermitente do fluxo sanguineo.

Estroma corterndo i
vasos senguineos R i Colutlas oxigenadas

Vazos sanguineos Waz0 sanguineo

Calules an hipoxia
Necrose Calulas oxigerradas

Modelo da Coxda 1 Celutas em hipoxia
oxia devide 4 limitacho da difusie Celulss monas

Figura 3.6: Tlustragdo esquematica de dois possiveis modelos para o desenvolvimento de hipoxia em
tumores (Hill 1992).

Constatou-se que em Radioterapias, células em hipéxia expostas a radiagdo ionizante sdo de

2-3 vezes menos sensiveis que células expostas a condicdes “acradas” (Moan 1992).



Capiruro3 43
VALDIR C. COLUSST

10. Aspectos gerais sobre pressdes parciais de oxigénio.

10.1. Hiperoxigenacao.
A respiragio de oxigénib a uma concentragio de 100% (Hiperdxia) pode mobilizar 5 vezes

mais oxigénio para os alvéolos a cada respiragdo do que quando respira-s¢ ar normal. Nestas
condi¢des a PO, alveolar aumenta em um numero consideravel de vezes, mas a PO, tecidoal
modifica-se muito pouco, devido a saturagio da hemoglobina ¢ a fumcio tamponamento do

oxigénio tecidual pela hemoglobina (Guyton 1991).

10.2. Ambiente hiperbarico.

Quando se enira em regides de ar comprimido (hiperbarismo), o sangue nos pulmdes ¢
exposto a uma pressdo gasosa alveolar extremamente elevada. Quando a PO, do sangue se eleva
muito acima do nivel critico, 0 mecanismo tampdo da hemoglobina-oxigénio nio mantém a PO,
tecidual na faixa normal segura (entre 20-60mmHg), assim, uma quantidade acentuada de
oxigénio apresenta-se dissolvida na dgua do sangue, e nio ligada 4 hemoglobina (Gayton 1991).

Em Terapias com Oxigénio Hiperbarico (HBQ), o oxigénio ¢ geralmente administrado a 2-3
atmosferas de pressdo por mascara ou tubo endobraguial, enguanto o gis em tomo do corpo é ar
comprimido com mesmo alto nivel de pressdo. Este procedimento ¢ atualmente indicado, em
medicina, para casos de infeccdes necrotizantes de tecidos moles (gangrena gasosa, eic..),
Isquemias agudas traumdticas (lesGes por esmagamento, etc..), Lesdes crdnicas respiratorias,
Lesdes por radiagiio, Enxertos e retalhos, Queimaduras térmicas, Intoxicacdo por monoxido de
carbono; Embolia gasosa, Hemorragia maciga, Doenca descompressiva.

Em Terapias anticancer, a HBO permite o aumento da perfusdo e sensibilidade tumoral, esta
s¢ mostrou ser um eficiente coadjuvante na hradiagdo-X, particularmente em tumores

superficiais (Mueler-Klieser 1983). Na Quimioterapia, o HBQ permitiu oxigenar tecidos em
hipoxia promovendo neovascularizagio (dlagoz 1995).
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11. Fotossensibilizadores.

Uma substincia quimica para atuar como um fotossensibilizador fototerapico deve ter

primeiramente algumas propriedades especificas, 4 saber:

1. Solirvel e Estavel em solugdo aquosa a pH fisiologico.

2. Ndo toxico a niveis terapéuticos, com minima morbidez para o hospedeiro.

3. Transporte passive na circulogdo sanguinca.

4, Transporte ativo na célula com alvo bem estabelecido permitindo refencdo seletiva

5, Alto rendimento quantico. A facilidade para absorver-emitir-transferir energia, caracteriza um
excelente candidato a sensibilizador.

Sem sombra de dividas, os fotossensibilizadores mais estudados até os dias atuais s3o os
Derivados de Hematoporfirina (HpD) ou sua forma mais purificada o Phofofrin. Estados
indicam que o HpE e Photofrin consiste de Hp, BVD ¢ Pp (responsaveis pelo efeito localizador
da PDT) ¢ de DHEter (responsavel pelo efeito ativo da PDT) (Apéndice 4B). Estudos mostram
que¢ a DiHematoporfirina Eter (DHEter) ¢ inativa como um agente anti-cincer in vivo.
Contudo, em solugdo aquosa, este dimero é convertido em um material de maior peso molecular
de apreciavel atividade anticincer a DiHematoporfirina Ester (DHEster) (Byme 1990).

Uma enorme quantidade de novos fotossensibilizadores tem sido sintetizadas durante os
altimos anos. Alguns deles (chamados de fotossensibilizadores de segunda geragdo) estio sendo
avaliados e propostos como fotossensibilizadores alternativos para a PDT, entre eles
encontramos as Ftalocianinas (P¢}, os Clorofilados, os Derivados de Benzoporfirinas (BpD.
Recentemente tem sido mostrado que a administragio de 8-acido aminolevulinico (3-ALA, um
precursor no caminho da biosintese heme) pode resultar em um elevado sintese e acamulo de
porfirinas (principalmente Protoporfirina IX, PpIX) em alguns tipos de células/tecidos malignos

(Colussi 1996),



CAPITULO 3 45
VALDIR C. COLLSSI

11.1. Transporte e localizacio do HpD in vive.

A mais interessante propriedade da porfirina como uma droga anticincer ¢ a sua seletividade,
que uma vez injetada intravenosamente, esta resulta em grandes concentragdes, principalmente
em tumores. Este fato ¢ conhecido desde o inicio do século, contudo, 0 mecanismo pelo qual as
porfirinas acumulam-s¢ nos tumores ainda ndo esta claramente entendido. Lipoproteinas,
pﬁncipalmente as de baixa densidade (LDL), sdo eficientes tramsportadores de porfirinas
hidrofobicas no sangue ¢ podem liberar estes fotossensibilizadores para o tecido através de
receptores especificos. Além do mais, varias linhas de células neoplasicas expressam maior
quantidade de receptores LDL do que seu correspondente celular normal (Maziere 1990).

Uma esquematizagio mostrando o transporte e a localizagiio de fotossensibilizadores e seus

subsequentes alvos fotodindmicos ¢ sugerido na Fignza 3.7.

Figura 3.7: Transporte ¢ localizagio dos fotossensibilizadores, ¢ supostos alvos (II) fotodindmicos de
tumores in vivo (Peng 1996).
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O padrio de localizagdo do corante in vivo é bastante complexo, e depende de varios fatores.
Foi observado em condigdes de hipoxia cronica, desbalanceamento na produgdo ¢ consumo de
protons, € produgdo de excesso de acido produzido dentro das celulas (Brault 1990). Estes
resultado podem influenciar no processo de retengdo e seletividade via PDT.

Embora muita informagfo tenha sido obtida com respeito a retengdo de fotossensibilizadores
em células/tecidos, poucos artigos se dirigiram a padrdes de localizagdo de corantes em tecido
normal e tumoral. Nestes estudos, os compartimentos vasculares ¢ intersticiais do tumor solido
tém recebido consideravel atengdo pois dados morfolégicos mostraram que a permeabilidade e a
vulnerabilidade vascular sdo significativamente maiores no tecido tumoral do que no fecido
normal. Constata-se que corantes hidrofilicos sio transportados principalmente por albuminas ¢
globulinas e distribuidos na vascularizagdo estromal do tecido tumoral. Muitas drogas
hidrofobicas sio preferencialmente incorporadas a lipoproteinas ¢ localizadas nas células
neoplasias. Desta forma, presume-se que as porfirinas incorporam-se nas células por difusdo
passiva através da membrana plasmatica (Peng 1996). Esta interagdo com a membrana pode ser

a

visualizada na Figura 3.8.

M /
Cabecas polares Caolesterol

Figura 3.8: Esquema da uma membrana mostrando as moléculas de porfirina difundindo na bicamada
lipidica de acordo com seu estado de protonagdo (Brault 1990).
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TERAPIA FOTODINAMICA ASSOCIADA A
HIPEROXIGENACAO HIPERBARICA

“A pesquisa do cincer tem arruinado muito mais reputacles do que ela tem propriamente
feito (Carl Sternberg).”

1. Infroducio.

A Terapia Fotodindmica (PDT) do cdncer tipicamente envolve uma sequéncia de eventos,
comecando com a administragio endovenosa, no ‘paciente’, de um fotossensibilizador. Este
composto quimico é retido preferencialmente no tecido maligno por varias horas, quando ¢
ativado por Iuz de comprimento de onda apropriado - correspondendo a sua banda de absorgdo.
A transferéncia de energia, de forma ndo radiativa, deste fotossensibilizador para o oxigénio
molecular existente induz a morte seletiva das células cancerosas.

A PDT tem-se tornado uma importante modalidade clinica no tratamento do cncer. Uma
variedade de diferentes tipos de tumores ¢ em muitas localizagdes como: metastases em
pulmdes; bronquios; bexiga; esofago; pele; cabeca e pescogo; parede do torax; e cérebro tém
sido tratados com PDT (Dougherty 1987, Dougherty 1993). O potencial promissor da PDT ¢,
portanto, devido & habilidade do sensibilizador em ficar retido em maior quantidade no tecido
maligno do que em tecidos sadios (Weishupt 1976), bem como o da excitagio da sequéncia de
fendmenos fisicos apresentados acima.

A interacgio da luz com um dado fotossensibilizador retido no tecido biolégico ¢ a interagio
deste com o oxigénio das células cancerosas comesponde a Terapia Fotodindmica do cincer

propriamente dita.
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2. Derivades de hematoporfirina (HpD).
A retomada do interesse clinico da PDT no final dos anos 1970, pode ser atribuida a dois
fatores:

1. A descoberta dos Derivados de Hematoprofirina (HpD) (e sua versfio mais purificada, o
Photofrin), como efetivos localizadores ¢ fotossensibilizadores de tumores.

2. Ao desenvolvimento de lasers e sistemas de fibras Opticas apropriados.

Tanto “in vitro” quanto “in vivo”, o HpD tem propriedades superiores de localizagdo e
fotossensibilizagdo quando comparado com a hematoporfirina (Hp) comercial (Maziere 1990).

A composigio do Photofrin tem sido objeto de muita discussfio durante os Gltimos anos. O
Photofrin & sen precursor, HpD sdo obtidos mediante um tratamento com acido acético-sulfiirico,
seguido de hidrélise em meio basico, da Hematoporfitina comercial Hp (Zezell 1987). O
resultado é essencialmente um composto Hidrofobico constituido por uma mistura de esteres e
éteres oligomericos da Hematoporfirina (veja Apéndice B).

A Figura 4.1 mostra o Espectro padrdo de Absorgdo ¢ de Emissdo Fluorescente de um Hpb.
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Figura 4.1: Espectro de absorcio (curva cheia), e emissio fluorescente para excitagio com A=400mm
(curva tracejada) de um HpD (Wilson 1986).
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3. Mecanismos moleculares de fotossensibilizacdo (Laustriat 1986).

Muitos sdo os mecanismos que estdo envolvidos em reagdes fotossensibilizantes:

(i) Absorgdo ressonante de um foton pelo fotossensibilizador (Transigdo radiativa).
(ii) Transferéncia de energia de excitagdo para o fotossensibilizador (Transi¢do ndo radiativa).
(iii) Ejecdo de elétron ou ion do fotossensibilizador, ou para este.

(iv) Formagdo de radicais livres seguida de reagdo quimica.
Pode-se esquematizar o processo de excitagdo ¢ subsequente desexcitagdo de uma molecula

organica A como:

B
——— Radicais Livres (R *)&—} Jfotoprodutos (Tipo [ )

B
A _}hv A* —-C—)-2—+0xigeni0 Singlete ——— fotoprodutos (Tipo IT)

B
s Sfotoprodutos (Tipo HIT)

Estes tipo de reagdes, ndo raro, podem proceder simultaneamente e em competi¢cdo.

3.1. Processos fotofisicos primarios em um fotossensibilizador orgénico.

Em 1933 o fisico Aleksander Jablonski propds um diagrama de 3 niveis de energia para
descrever o fenémeno de luminescéncia tipico de muitos compostos organicos. A Figura 4.2
mostra uma versdo simplificada deste diagrama, mostrando um fotossensibilizador orgénico,

com um par de elétrons em seu estado fundamental (Sp).
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y
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Figura 4.2: Diagrama de Jablonski. Esquema geral simplificado do processo de fotossensibilizagio
mediado por um fotossensibilizador envolvendo conversio de fotoenergia para espécies quimicamente
ativadas. Omitimos deste esquema, entre outros detalhes, maiores estados excitados (isto ¢, S;, Ts,
etc.).
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Brevements, o sensibilizador, no estado energético fundamental, é uma molécula com spin
eletznico emparelhado (Tl-estado singlete Sp). A absorgiio de um fSton promove um dos
elétrons para um orbital vazio excitado singlete S, ou S; (v=0). Moléculas neste estado
usualmente tem wm tempo de meia-vida relativamente curtos (EIO‘9 seg) ¢ sdo impossibilitadas
de se envolverem em reacbes fotoquimicas (Lin 1991). Apos excitagdo, o elétron excitado pode
decair prontamente para o estado fundamental por 4 principais processos que competem na
desativagdo do fotossensibilizador, que s&o:

1. Emissdo de luz (Fluorescéncia, S;—S8p).
2. Formagédio de Radicais (A*), pela conversiio interna de energia.
3. Formagdo de cation (A1), por ejeciio de elétron, e

4. Cruzamento Intersistema (“isc”) para o estado tripiete T, apartir da “reversdo de spin”. O
tempo de vida deste estado triplete é longo (510'3 seg), uma vez que eléfrons com spins
paralelos (TT ou ) favorecem a processos biomoleculares. Dependendo das condigdes do
meio, podem ser favorecida reagdes do tipo I, II, ou III, como veremos a seguir:

3.1.1. Fetooxidacio por radicais (Reacdo tipo I).

Apbs o cruzamento intersistema o sensibilizador pode interagir com ¢ oxigénio molecular
(via transferéncia de carga ou interagindo com o substrato do meio) havendo a formacio de ions
superoxido (Oy). O substrato comporta-se como uwm aceitador de elétron.

0 ion superoxido (0;), pode promover oxidagdo por varios diferentes caminhos, a saber:

1. Pela remogio de Hidrogénio do meio e formagdo de um Hidroperoxide muito reativo HO, .
H,;0 (ou AH) + O, > OH (ou A) + HO,
2. Pela captura de um segundo ¢létron, levando o HO,™ ¢ entp formar H,0,.
[-lOz +2H" > H202
3. Pela perda de seus elétrons em uma reagéo de redugio:
Fe™*+ 0y > Fe* + 0,
pelo mesmo mecanismo de agdo das enzimas protetora de superdxido dismutase SOD:
SOD(Cu™) + 0, — SOD(Cu’) + O,
4. Por dismutagfo, formando um Oxigénio Singlete ¢ H,O,
0y +0; — '0* + 0"
L—+2H* - HyOy
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3.1.2. Fotooxidacio pelo oxigénio singlete (Reacdo tipo 11).

A interaciio ressonante entre o sensibilizador no estado excitado e oxigénio, ambos no ¢stado
triplete, frequentemente resutta em um processo de transferéncia de energia permitida por spin
formando Oxigénio Singlete. Esta espécie ¢é altamente reativa no sistema biolégico, podendo
inferagir com uma grande quantidade de proteinas, lipidios, e outras moléculas. Uma vez
formado, o Oxigénio Singlete pode sofrer varios processos de desativacdo entre cles,
enumeramos trés:

1. Emisséo. Este processo tem rendimento quantico muito baixo:
I02"—->302+Jw {fosforescéncia em A=1.272nm).

2. Desativacdo ndo radiativa ¢ principalments induzida por um ¢feito de momento de dipolo da
droga nos elétrons de oxigénio induzindo uma mistura de estados. Em agua o acoplamento
entre estes 2 estados é forte, e a desativagdo eficiente. Em lipidios {membrana celular), o
acoplamento é fraco e o tempo de vida longo: 10,0y +calor.

3. Supressdo por inibidores especificos (“scavengers™).

a_ Transferéncia de carga e subsequente desativagio intema,
b. Transferéncia de energia para o substrato (molécula B), no qual um eficiente cruzamenso

intersistemas promove a relaxagdo vibracional em calor, este € o caso do bem conhecido B-
caroteno;

'0,*+'B—’0,+°B*
L 'B+ealor

Por outro lado, varios tipos de reagdes quimicas podem ocorrer mais eficientemente com o
Oxigénio no estado singlete, resultando do caracter duplo ligante do '0,*. Estas reagdes sdo de
importincia biologica, podendo afetar membranas (adigfio em cadeias acila R—C=0 insaturadas
de fosfolipidios), proteinas e enzimas (oxidagiio de aminoacidos: triptofano, histina, cisteina, ¢
metionina), ¢ acidos nucléicos (guanosina), acarretando a more celular. Estas reagdes, em
substratos oxidgveis (80,*¥), sio eficientes pois o comprimento de difusdo do '0,* ¢ proximo de
0,2um em dgua ¢ 10um em membrana lipidica (Moan 1990) - ordem de magnitude da distincia
entre organelas ¢ células.
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3.1.3. Reacdes que niio envolvem oxigénio (Reacde tipo III).

Em geral estas reagdes ocorrem por transferéncia de carga ¢ ejegdo de protons. A interagho de
transferéncia de carga entre sensibilizador triplete (Porfirina) ¢ o aceitador de elétron (substrato)
gera um ions radical, neste caso, o dnion porfirina sofre ejecdo de proton.

Sob condigSes anaerdbias, os psoralenos presentes no meio reagem com moléculas especials
por um processo eletrofilico afim de formar derivados. Este é um mecanismo proposto para a

acdio biolégica usados em fotoquimioterapia de doengas de pele (vitiligo, psoriase, etc...).

4. Terapia fotodindmica do cfincer propriamente dita.

A Terapia Fotodindmica ¢ fundamentada, conforme colocado anteriormente, no
envolvimento de 3 componentes essenciais: Um fotossensibilizador especifico que € retido no
tecido tumoral, fotons de luz visivel e Oxigénio molecular.

A Figura 4.3 mostra de uma forma simplificada, os niveis eletrbnicos e as varias transicbes
possiveis (com suas respectivas taxas), tanto do fotossensibilizador, como do Oxigénio,

envolvidos no processo (Sterestborg 1996). Consideramos preferencialmente reagdo do tipo I1.

(S1) lr k i

&
So) 0 5 0
( Fotossensibilizador Oxig énio( %)

Figura 4.3: Esquema simplificado dos niveis eletrdnicos do fotossensibilizador e do oxigénio.

Reagdio tipo II tem sido considerada como a principal quando o sensibilizador € do tipo HpD
(ou HpE), entretanto uma prova conclusiva deste fato ainda ndo foi confirmada. Veremos em

capitulos ulteriores que nosso trabalho contribui positivamente para esclarecer este ponto.
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Para que haja morte celular, ¢ necessario que o oxigénio reaja quimicamente com
componentes da célula, em um ritmo bem maior do que em situagdo normal, cansando reaghio
oxidativa destrutiva. O oxigénio no seu estado fundamental (323) é menos reativo do que o
oxigénio no estado singlete (IAS), ndo pela energia somada ao sistema eletrdnico mas sim pela
configuracdo eletrdnica propriamente dita.

A transicdo 3Eg—>1Ag triplete-singlete do oxigénio por dipolo elétrico (absorgio de radiacdo
gletromagnética) ¢ proibida, por conseguinte, vivemos em um meio onde existe abundantemente
radiagfo cletromagnética na faixa do vermelho, ¢ o oxigénio dos seres vivos permanece no
estado fundamental triplete, sendo, portanto, moderadamente reativo.

A Terapia Fotodindmica ¢ um processo que pemmite promover o oxigénio para o estado
singlete 1Of‘(lAg). Isto & possivel, conforme Figura 4.2, porque a proximidade oxigénio-
fotossensibilizador propicia a transferéncia de energia do fotossensibilizador para o oxigénio,
por um processo nao radiativo (“Quenching™: uma interagio de colisdo induzida, no qual energia
e momentum sio transferidos do fotossensibilizador para a molécula de oxigénio). Como o
fotossensibilizador pode absorver a radiagio vermelha externa (§4—S;), ¢ como o estado
excitado singlete do fotossensibilizador esta energeticamente muito préximo de outro estado da
mesma molécula, porém tripiete, ha uma conversao para tal estado com a perda de uma pequena
fracio de energia da molécula como um todo (niveis rotacionais ¢ vibracionais).

O nivel ¢letrénico final triplete do fotossensibilizador € metaestavel, e coincidentemente
ressonante com o nivel singlete (desocupado) do oxigénio, possibilitando a transferéncia néo

radiativa de energia para o oxigénio.
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4.1. Modelo matematico.

4.1.1. Fonte de luz.
Consideraremos uma excitagfio luminosa continua (CW) onde Kt)=l, [Wm‘z]. A distribuicdio

de intensidade dentro do tecido varia fortemente no espaco € depende de coeficientes de
absorgio, de espalhamento Gptico, bem como da morfologia do tecido. Este efeito complica
seriamente a dosimetria optica da PDT (Wilson 1986). Devido a isto, neste trabalho,

desenvolveremos uma andlise teorica local da fotossensibilizagio.

4.1.2. Fotossensibilizador.
Um esquema simplificado dos wiveis cletrénicos do HpD extraido da Figura 4.3, ¢ o possivel

caminho de excitagéo ¢ desexcita¢do sio dados na Figura 4.4. Assumiremos somente absorgdo
linear, isto é, a probabilidade de absorgio é proporcional a taxa de excitagfio.

(S) 1

Iv—--l__e

o
(So)0?

Figura 4.4: Esquema mostrando os niveis ecletronicos do fotossensibilizador e as varias transigSes
possiveis, ¢ respectivas taxas de transicdo. Linha pontilhada se refere a transigdes radiativas e linha
s6lida 4s transigbes ndo radiativas.

As taxas de transi¢io espontanea [s'l] do estado i para j sio denominados pelos parimetros

Aj; e kyj, com k se referindo a transi¢des ndo radiativas ¢ A a transi¢do espontinea, onde um

fiton é emitido. As faxas de transicdo induzida sio representadas pelo pardmetro B {s'm’W™].

Todos os parimetros utilizados sdo macroscopicos, portanto, as unidades podem diferir daquelas

baseadas nos parimetros de Einstein para um atomo.
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Assim, a populagio ¢ a depopulagdo dos estados podem ser descritos pelo seguintes

conjuntos de equagdes diferenciais:

dN, Y (4.1)
—dr—=-NoBg;I+N; BioI+ Ajp+kio +N2[k20+QMoJ

4.2)
%‘1=N0301I—N1[310I+ Am‘i‘kw‘i‘k}z]

(4.3)

%‘Q:N.rku'-Nz[kzo*‘QM J

onde Ny, N; e N; siio as populagdes em [Kmol.m” %] dos diferentes estados.
N,QM, o decréscimo dapopulagao no estado friplete por “Quenchmg [Kmol.m™ 5.
M, ¢é a concentragio de oxigénio no estado fundamental {Kmol.m™].
Q a taxa molar de “Quenching” [Kmol™.m™ 5.

Devemos ressaltar que 0 modelo aqui apresentado nfio inclul “Photobleaching”: destruigio
da molécula do fotossensibilizador como resultado da irradiago.

4.1.3. Oxigénio.
A Figura 4.5, extraida da Figura 4.3, mostra as transicio possiveis enfre os 2 estados de

energia do oxigénio. O estado fundamentai, 325, com populagio My; ¢ o estado excitado, lAg,

com populagio M;.

Oxigénio
Figura 4.5: Esquema simplificado dos niveis ¢letrdnicos do oxigénio.
A excitagio do estado fundamental triplete para o estado excitado singlete pode somente
ocorrer através do “Quenching” do estado triplete do fotossensibilizador. Depopulagio do estado

excitado singlete pode ocorser por 2 diferentes caminhos: pela desexcitagdo radiativa ou ndo

radiativa do estado fundamental (o € K30).
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A populagiio e depopulagiio dos estados, My e My, sdo governadas pelas equagdes:

{4.4)
%O:—MGQN;{-MI[G 10+K m]
dM; {4.5)

W:MoQNz-Mr[U. 10tK w]

onde @10 € K1p TCPTESERtam as taxas de transicio radiativa ¢ ndo radiativa (singlets-triplete)
4.1.4. Dano fotodinamico.

Como sabemos, 0 oxigénio no estado excitado singlete (*0,*) ¢ extremamente reativo em
sistemas organicos, onde na maioria das vezes ¢ “consumido na PDT”, a uma faxa suficiente
para inibir seus préprios efeitos (Tromberg 1990, Foster 1992). Com isso, a eficiéncia de
" fotomativagio de células malignas pela PDT é reduzida com a diminuigio do suprimento

(S=S(1)) de oxigénio no meijo intracelular. A Figura 4.6 mostra esta situacdo.

Figura 4.6: Esquema simplificado dos niveis eletronicos da molécula de oxigénio presente no meio
biologico. O ‘¥ representa estados ligados do oxigénio singlete.

Vamos introduzir o parimetro fotodindmico, Q, que expressa o numero de células por
unidade de volume que morrem como resultado da terapia fm™)]. Vamos supor que a taxa de
aumento no dano seja proporcional ao nimero total de moléculas de oxigénio singlete que estdo

sendo consumidas, isto &, removidas do sistema:

4.7)
dg;f)=8 M:(I)K 12

onde & [Kmol‘l} ¢ uma constante de proporcionalidade que expressa a sensibilidade do tecido
para o oxigénio singlete, isto é, o mimero de células que morrem por unidade de volume por
Kilomol de oxigénio singlete.



Carfruro4 57
VALDRR C. COLUSS!

Com isto pedemos rescrever as EquagSes (4.4 e 4.5) obtendo:

(4.4")
%Jo —MOQN2+MJ[0£10+K f&]"‘Sﬂ)
(4.5)
MJ—MoQN MJ[(Im'i'Km"-Kfz]
onde ¥y, é ataxano qual o 10, & consumido por reagdes de oxndax;ao ¢ “scavengers”.
S(t) representa wm termo de suprimento de oxigénio (Kmol.s b,
Substituindo (4.4°) em {4.5”) ¢ utilizando (4.7), € facil demonstrar que:
(4.8)

I‘*Q( Deas(t)- & aatt)M0)

A expressio (4.8) mostra claramente que a taxa de Dano fotodindmico esta relacionada com a
eficiéncia da transicio entre os estados triplete e singlete dos oxigénio envolvidos na PDT e,
diretamente proporcional ao suprimento de oxigénio molecular S(ﬂ, que € uma complicada
fungdo da taxa de perfusdo e gradiente de oxigénio local. Isto assumindo um processo tipo I

puro, isto &, que todo o dano biolégico é mediado pelo oxigénio singlete.

5. Débito e suprimento de O, na terapia fotodinimica.

A Equacio 4.8 que deduzimos na secfio anterior pode ser representada esquematicamente
pela Figura 4.7, permitindo uma visualizagio da importdncia do continuo supnmento de
oxigénio para a eficiéncia do processo fotodinamico.

Desta forma, as células normais ¢ as do tecido canceroso recebem um aporte de oxigénio
controlado pelo organismo do qual eles fazem parte, que por sua vez, depende das condigdes
fisicas externas. Através do ambiente hiperbarico, é possivel variar o aporte de oxigénio nas
células em estudo (Freitas 1991), viabilizando a comprovagio da dependéncia em oxigénio

mostrada pela primeira vez pela nossa Equacao 4.8.
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Fotons

TUMOR " ,bxiénio ;_

Figura 4.7: Esquema geral do processo de fotossensibilizagdo mediado por um fotossensibilizador
associado a Hiperoxigenagdo hiperbarica.

Em termos praticos, optamos pela Hiperoxigenagdo hiperbdrica, onde a camara ¢
pressurizada diretamente com oxigénio a concentragdo de 100%. _Assim, além da saturagdo das
hemoglobinas, ter-se-G um aumento considerdvel na fragdo de oxigénio dissolvido fisicamente
no plasma, e consequentemente, aumento no fornecimento com a disponibilidade de O, nos

tecidos.

Os detalhes de construgio da cAmara serdo vistos no proximo capitulo.



MATERIAIS E METODOS
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MATERIAIS E METODOS

1. Materiais.

Para testarmos o modelo proposto na presente tese ¢ representado pela Equacdo 4.8,
executamos uma série de experimentos de PDT em condigSes de hiperoxigenacgio hiperbarica. O
quadro abaixo resume o material, cujo detalbamento ¢ dado logo a seguir, usado para as
experiéncias com a terapia propriamente dita.

1.1. Fotossensibilizador: Hacmatoporfirina Ester (HpE).

1.2. Fonte de luz: Laser comercial de HeNe, com poténcia maxima de 10mW.
1.3. Registro fotogréfico: Camera NIKON, Slide (Asa 100).

1.4. Animais: Ratas Wistar aduitas pesando entre 150-200g

1.5. Tumor: Tumor de Walker 256 (W256).

1.6. Camara hiperbdrica: Protdtipo com “§anelas” dpticas.

1.1. Fotossensibilizador.
O HpE (Hacmatopophyrin Esther) foi comprado da PAISLEY BIOCHEMICAL Ltd-England e

recebido na forma diluida em soro fisiologico (V=30ml; Cgyp=53mg/ml). A administragio do

fotossensibilizador foi escolhido a via intravenosa (veia do rabo; Cmics=>mg HpE/Kg).

1.2. Fonte de luz.
A irradiacdo (iluminagfo) foi feita com um laser de HeNe (HUGHES; modelo 3225H-C) de

potércia aproximada de 8mW na linha vermelha A=632,8nm (Apéndice C), com focalizagio no

tumor, propiciando uma Irradiancia I=10mW/mm?.

1.3. Registro fotografico.
Para o registro fotografico utilizou-se uma camera NIKON, modelo FM2. com objetiva macro
55mm Slide EKTACHROME (ASA 100).
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1.4. Animais de experimentacio.

Foram utilizadas no experimento ratas fémeas albinas WISTAR, de criagdo SPF (“Specific
Pathogen Free”), com massa entre 150-200g. Os animais foram trazidos do centro de bioterismo
(CEMIB/UNICAMP) com idade minima de 7 semanas (adultos), ¢ em seguida, mantidos em
condi¢bes ambicntais normais no Nﬁcleo de Medicina e Cirurgia Experimental/UNICAMP. Estes

permaneceram em gaiolas especiais de polipropileno, sendo-lhes permitido ragdo comercial

(Labina-PURINA) & agua “ad libitum”.

1.4.1. Ratos como animais na oncologia.

“Animal perfeito de laboratério ou sistema de teste biologico para pesquisa oncologica nio
existe”. Ratos sdo utilizados porque: sdo resistentes, sdo faceis de alimentar ¢ guardar, sio de
tamanho convenicnte, sio econdmicos na manutengdo, s3o bem definidos geneticamente, sdo
déceis, t8m um relativo intervalo de vida curto, tém poucas doengas sérias, tém poucos tumores
espontineos com incidéncia bem conhecida em varias coloragbes, s3o sensiveis a muitos agentes
carcinogénicos incluindo utitizados em humanos, ¢ existe vasta informago sobre sua fisiologia,
farmacologia e respostas patoldgicas, publicada na literatura cientifica (Baker 1979). Ratos
possuem amplo conjunto de neoplasmas, induzidos e espontineos, comparaveis em motfologia
e conduta biologica daqueles observados no homem. O equivalente de longevidade do rato para
o homem ¢ de 1:30, ou seja, um experimento de 2,5 anos em rato ¢ equivalente a 75 anos no
homem (Simms 1967). Assim, muitas geragdes de ratos podem ser estudadas no mesmo tempo

de uma unica geragio humana.
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1.5. Tumer de Walker 256.

O tumor de Walker (W256) é uma neoplasia espontinea de ratos, identificada na mama de
uma rata albina prenhe por George Walker, em 1928 (Earle 1955). O préprio investigador iniciou
a manutengdo do tumor, implantando-¢c em mamas de ratas jovens. A partir de entdo, o tumor
tem sido mantido por transplantes sucessivos ou em culturas de células in vitro. O W256 foi
transplantado e crescido com a morfologia de um carcino-sarcoma exibindo 2 tipos de células
com padrdes distintos mas morfologicamente similares. Hoje sabe-se, por marcadores imuno-
histoquimicos de macréfagos, que as células do W256 sdo de origem hematopoiética, (Simpkins
1991). Simpkins também constaton que a distribuicio de células no ciclo celular apresentoun 73-

80% das células na fase G, do ciclo com o restante nas fases S ¢ G-M do ciclo.

1.5.1. Manuten¢io da linha tumoral.
A linha tumoral Walker-256 (W256) foi gentilmente cedida pelo Dr. Ovidio Rettori (Lab. de

Pesq. Bioquimicas- CAISM/UNICAMP). A linha (originalmente obtida da linha Christ Hospital,
National Cancer Institute Bank, Cambrige, USA) tem sido mantida em seu laboratorio sob N»
liquido ¢ também através de consecutivas passagens intraperitoneais @ip.) de 10x10° células
asciticas viaveis. Esta tltima, permite que as células tumorais se multipliquem num ambiente
adequado, onde apds aproximadamente 4 dias obtém-s¢ uma amostra de fluxo ascitico suficiente
para reinoculagdo em outro animal.

Tecnicamente coloca-se todo o liquido ascitico retirado do periténeo do animal “fonte™ em
um becker (50ml) acomodado inicialmente em banho de gelo. Em seguida, acrescenta-se o
dobro do volume retirado com solugiio salinz (0,9%). A manutengdo ¢ feita pela injogdo

intraperitoneal de 0,25mt do volume da solugdo resultante (1:2) no animal “destino™.
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1.5.2. Obtencio de modelos tumerais sélidos.

O animal receptor é imobilizado em decibito ventral com tricotomia dorso-lombar ¢
mantido em plano anestésico pela inalagdio constante de éter etilico. Cada animal recebeu 4
inoculagdes subcutdneas (s.c.) simultineas (com 10x10° células viaveis/sitio; V=0,25ml -
mesma solugdo utilizada para a manutengio), em sitios emparelhados com a linha média, no
minimo lem distantes. Este procedimento proporcionou um ripido crescimento de um tumor
sélido em cada sitio com caracteristicas adequadas para nosso experimento PDT. A injecdo
subcutinea foi facilitada pelo uso de seringa e agulhas de insulina (seringa: taberculina-lml

agulhas: 13x4.5 - 26 Gl2).

1.5.3. Padronizaciio dos efeitos sistémicos.

A téenica da inoculagdo multifocal (4 inoculaghes s.c. simultaneas), foi desenvolvida pelo
Dr. Rettori afim de permitir a sincronizagio dos animais acometidos com as células do W256.
Este procedimento permitiu uma homogeneidade no desenvolvimento dos tumores desde o

“disparo™, dado pelo dia inoculagdo (D=0), até o Sbito(Rettori 1995).

O Walker 256 ¢ caracterizado pelo seu crescimento rdpido, por ser altamente vascularizado,
muito invasive com melastizagdo precoce via linfdtica. Este tipo de tumor tem sido wm bom
modelo para estudar resisténcia a droga, disseminagfio de metastases e estados fisiopatolégicos
do cancer (Rettori 1996). Contudo o sitio de instalacio do W256, apds metastase, depende da via
de inoculagdo utilizada. Estudos mostram que iroculagdo intramuscular do W256 favorece o
estudo de alteragbes miocardicas dependentes de fendmenos microvasculares (Ramos 1993).
Inoculagdio através da traquéia dos animais favorece ao esfudo de metastases em nodulos
linfatices tordcicos e linfagite carcinomatosa, onde observou-se neste mesmo estudo, invasio

do W256 nos pulmdes dos animais (Soares 1993).
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1.6. Camara hiperbarica.

A inexisténcia na UNICAMP de uma cimara hiperbarica apropriada para experiéncias com
iluminagdo externa por laser nos obrigou a projetar ¢ construir tal equipamento. A cdmara foi
construida nas dependéncias do GDAL (Grupo de Desenvolvimento ¢ Aplicagdes Laser do
Dep. Estado Solido - Instituto de Fisica “Gleb Wataghin”/UNICAMP). Os testes de seguranga ¢
vazamento da cAmara foram realizados no Centro de Tecnologia (CT/UNICAMP). A Figura 5.1

mostra o projeto detalhado da camara construida.
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Figura 5.1: Projeto da cimara hiperbérica experimental.
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A camara constitui-se de um tubo de vidro transparente temperado (SCHOTT: com didmetro
externo=100mm, comprimento=300mm ¢ espessura do vidro=5mm) posicionado entre 3 flanges
de aco indx. As flanges foram desenhadas de tal forma a possibilitar uma perfeita acomodagio
do vidro nos “o'rings”, posicionados estrategicamente, afim de evitar vazamento de oxigénio
quando a cdmara € pressurizada. A camara possui um volume aproximado V=2,5litros.

Brevemente temos que a Flange [ ¢ responsavel pelo apoio do vidro, e entrada do fluxo de
oxigénio. A Flange 2, serve para apoio do vidro ¢ “batente” para a introdugdo do animal no
interior da cAmara. A Flange 3 ¢ utilizada como porta e conecgdo do MANOMETRO que marca a
pressio no interior da cAmara (com fundo de escala 3Kgf/em® - limite de seguranca do vidro
SCHOTT). Um Fluxémetro regula a exaustdo do gas no interior da camara, que ¢ monitorado
visualmente pelas bolhas no final do circuito. A leitura da pressdo ¢ feita diretamente no

manometro. A Figura 5.2 abaixo mostra a camara experimental construida.

Figura 5.2: Visio panorimica da cdmara hiperbarica experimental.
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1.7. Fluorescéncia.

O primeiro trabalho que utilizou o Tumor W256 para avaliagio em estudos de retengdo ¢
seletividade da hematoporfirina, data de 1960 (Winkelman 1960). Este tnico estudo que
encontramos na literatura ndo da subsidios para considerar o referido como modelo experimental
com PDT, entretanto para o presente trabalho o Walker 256 mostrou-se muito pratico por
diferentes razées. Em primeiro lugar pela sua disponibilidade em nossa Universidade, tomando
possivel o trabalho experimental imediato e, em segundo lugar, pela sua propria natureza de
evolugdo rapida em ratos, permitindo conclusdes em poucos dias de observagdo. Por esta razdo,
antes de tratarmos o referido tumor com PDT, tivemos o cuidado de verificar se a droga
escolhida como fotossensibilizadora era retida pelo tumor como em outros casos conhecidos.
Para tal. analisamos a fluorescéncia induzida por iluminagdo UV (lampada comercial Phillips

BLB-20W) através da montagem experimental esquematizada na Figura 5.3.
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Figura 5.3: Desenho esquematico da montagem experimental utilizada na andlise da fluorescéncia. O
cromoforo ¢ excitado com luz UV (A=365mm)e a fluorescéncia analisada por um espectrometro
(SPEX1704). detectada por uma fotomultiplicadora (PT). O registro do espectro foi feito atraves de
uma registradora (Hp). S1, S2 sdo fendas; M1, M2 sdo espelhos ¢ GR ¢ a rede do espectrometro.

Como a fluorescéncia do Walker 256 apresentou-se muito intensa, também foi possivel o

registro fotografico através de sistema convencional de fotografia colorida.



CAPITULO5 66
VALDIR C. COLUSSI

2. Métodos.

2.1. Padronizacio da evoluc¢io tumoral do Walker 256.

Afim de obtermos um bom controle experimental, um fator importante a ser considerado €,
no minimo, a sesmelhanca entre os tumores dos diversos grupos em questio.

A técnica da inoculagdo subcutdnea multifocal dorsal, permitiu sincronizarmos a evolugdo
tumoral, iniciada pelo dia da inoculagdo (D=0). Assim, todos os animais desenvolveram tumores
macroscopicos no sitio da inoculagdo. A “pega” do tumor pode ser percebida apds o segundo dia
da inoculagio (D=2). Entre o sexto e oitavo dia, todos os animais apresentaram massa tumoral
parcialmente uniforme (Figura 5.4), sendo possivel sempre a escolha de um tumor em condigdes
adequadas para o tratamento experimental e para posterior analise. Por esta técnica, animais

controle, vio a obito espontaneamente entre 13°-14° dia apds inoculago.
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Figura 5.4: Rato acometido com tumor, 7 dias apds a inoculacdo subcutdnea multifocal. Mostramos em
destaque o tumor escolhido para o tratamento
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2.2. Terapia fotodinimica em hiperoxigenacio hiperbarica.

Apbs uma semana do crescimento tumoral, os animais acometidos com tumor receberam
uma injegdo de HpE, via veia do rabo (butterfly-25G), e separados em local escuro até o
tratamento. Apos 24 horas da injegdo de HpE, inicialmente o animal foi anestesiado com
Pentobarbital Sédico (5mg/100g) para manutengdo de um plano anestésico prolongado. O
tumor foi escolhido de acordo com a homogeneidade, volume, posicdo e condigdes de
integridade, € em seguida, foi depilada sua pele superior. Parte deste tumor foi irradiado com
laser durante 45 minutos.

Para o protocolo experimental (cimara aberta ou fechada), o animal foi posicionado no
interior da camara de modo que o feixe laser incida normalmente sobre o tumor a ser tratado.
Para o experimento com HBO, a cdmara foi fechada ¢ mantida sob ventilagdo constante para

garantir um ambiente saturado de O, (WHITE & MARTINS: 97% puro) antes da compressao.

A compressdo consiste na lenta elevagdo da pressdo no interior da camara, sendo esta
monitorada constantemente no mandmetro. Isto foi feito mantendo uma exaustdo levemente
inferior ao fluxo de entrada de oxigénio. A subida lenta da pressio, garante que o animal tenha
tempo de “equalizar” suas pressdes externa com a intemna. Esta manobra evita o “barotrauma
do ouvido médio’. Uma de “subida” em tomo de /atm a cada 5 min foi suficiente para garantir
um bom procedimento. A estabilizagdo consiste em manter a pressdo constante no interior da
camara, ou seja, o fluxo de entrada de oxigénio ¢ igual a exaustdo do ar no interior da cdmara (%2
litro/min.). Geralmente este estado ¢ mantido pela regulagem constante do fluxémetro e ndo
ultrapassou o tempo de 45 minutos. E nesta fase de estabilizagdo que foi realizado o
Tratamento Fotodindmico propriamente dito. A descompressdo consiste na descida lenta da
pressio no interior da cdmara. Isto foi feito procedendo-se inversamente a compressdo. A

descida lenta € necessaria para evitar ‘doengas descompressivas’.



CapiTuLo5 68
VALDIR C. COLUSSI

Apés o proecedimento completo, o animal foi retirado da cdmara (ainda anestesiado) e
acomodado nas gaiolas de polipropileno para recuperagdo, em ambiente escuro, recebendo agua
e ragio “ad libitum™. A Figura 5.5 mostra a representagdo esquematica do protocolo seguido. Os
animais foram sacrificados aproximadamente 24 horas apds a PDT, para analise histologica do
tumor.

Pressdo (Kgf/cm?)

PDT+]

20 T+HBO

1.5

1,0

0,5 = ;

0 Recuperagiao do animal .
Ventilagio | 10 15 15 tempo (min)
Figura 5.5: Representagdo esquematica do protocolo experimental utilizado. Neste caso, a pressdo ¢
relativa a latm, assim o ponto zero corresponde a pressdo normal (cimara aberta).

A Figura 5.6 abaixo mostra um animal durante o tratamento PDT+HBO.

Figura 5.6: Animal sendo submetido ao tratamento PDT+HBO. O laser utilizado ¢ de Hélio-Nednio
(P=8mW, 1=632,8nm).
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2.3. Histelogia.
Apos sacrificio do animal, a periferia da area irradiada do tumor foi marcada com quatro

alfinetes. Um fragmento de cerca de 7,0 x 0,8 x 0,4 cm fol retirado ¢ fixado em formaldeido 4%
por 24 horas, e depois desidratado em 4lcoois de concentragio crescente, diafanisados em Xilol e
incluidos em parafina. Cortes seriados (de Spm de espessura) foram realizados, paralelos ao eixo
central da zona previamente irradiada (com a orientacdo dos canats criados pelos alﬁnetes).. Os
cortes foram montados em 14mina de vidro (KNITTEL 76x26mm), corados com hematoxilina,
eosina e incluidos em Enfellam. Estas 1dminas histologicas foram analisadas no Departamento
de Anatomia Patologica/UNICAMP, sendo identificadas as regides do tecido em Area tratada,

Tumor (controle), Necrose espontdnea para posterior analise de fragmentaciio de DNA.

2.4. Extracio de DNA e eletroforese em gel de agarose.

Uma pequena amostra do tecido que restou no bloco de parafina (tratado, controle, Necrose
espontdneaj, fol colocado em tubos Eppendorff contendo 50ul de tampéo de digestdo (50mM de
tris-HC1 pH 8,5; ImM de EDTA; e 5% de Tween 20). O material foi triturado, vedado em
parafilme, e submetido a 90 segundos em fomo microondas (6 x 135seg) & poténcia de 500
Watts. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 r.p.m. A digestiio proteolitica foi
feita com proteinase K (V=1,25pl, 20pg/ui), a 42°C, “overnight”. No dia seguinte, adicioncu-
se, 1pl de RNAse (Img/ml) permanecendo apenas DNA na solugio. 5pul desta solugdo foram
misturados a 2pul de azul de bromofenol ¢ submetida 3 eletroforese em gel de agarose (80 Volts)
1,5% com brometo de etidic {Img/ml), ai¢ o marcador migrar 4-5 cm (aproximadamente 3
horas). Uma vez que a molécula do brometo de etidio tem a propriedade de se intercalar na fita

dupla de DNA este pode ser visualizado devido a fluorescéncia por excitagdo ultravioleta e

fotografado.
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Um padrio de peso molecnlar, contendo fragmentos de 100 a 1500 pares de base, em
multiplos de 100, foi adicionado ao lado do gel para servir de referéncia para a andlise da
distribui¢io dos fragmentos apoptoticos. A técnica de extragio do material genético do mesmo
tecido identificado na ldmina histolégica foi realizado no Departamento de Genética

Médica/UNICAMP.
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RESULTADOS EXPERIMENTAIS
E TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

1. Diagnéstico por fluorescéncia.

O arranjo da Figura 5.3 permitiu inicialmente que fosse feito um levantamento espectral da
Idmpada de UV comercial utilizada para produzir a fluorescéncia dos tecidos em estudo,
conforme explicado no capitulo anterior. A Figura 6.1 mostra que tal lAmpada, que ¢ de alta
pressZo, emite uma banda centrada em 350nm, apresentando também os picos bem definidos e

caracteristicos do Merciirio (Hg) em 366nym e o Dubleto 578nm (376,9mm - 379,0mm).
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Figura 6.1: Espectro de emissio da Jampada UV. A banda de emissio ¢ centrada em 350mm. As
transicdes atdmicas do merciirio (Hg) sdo utilizadas como referenciais espectroseipicos.
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Apés 24 horas da injegio do HpE, registramos o espectro de fluorescéncia de tecidos
cancerosos, ¢ de tecidos normais de alguns animais de experimentagio para garantirmos que o
fotossensibilizador encontrava-se preferencialmente no tumor a ser tratado. O espectro obtido, €
apresentado na Figura 6.2, ¢ tipico para tumores de Walker 256 de nossa experi€éncia onde a
banda de emissio centrada em 626,8nm corresponde ao fotossensibilizador utilizado. Na mesma
figura podemos notar uma banda ente 550-600nm gue sob o Dubleto 578nm da idmpada de Hg,
que por ser relativamente intenso, reflete-se pelo tecido atingindo o espectrdmetro com
intensidade comparativaments alta. A refiexéio do Dubleto 578nm foi utilizada para calibrar o
espectrémetro. Medidas em tecido normmal dos mesmos animais ndo mostraram a banda

correspondente ao fotossensibilizador.

Emissdo Fluorescente (u.a.)

J

550 600 630 700 7350
A (nm)
Figura 6.2: Espectro de emissdo fluorescente do HpE retido no tumor de Walker 256. O pico 626,8nm
representa a fluorescéncia induzida no W256 devido a retengio do HpE no tecido tumoral apés 24k da

injegdo da droga. Tecidos normais como misculo, pulmio, figado e rins etc... nio apresentaram
fleorescéncia.
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1.2. Distribuiciio fluorescente no tecido normal e tumoral.

O acompanhamento do trénsito do fotossensibilizador, desde a sua administracio at¢ sua
eliminagio em um animal acometido com tumor ¢ de grande interesse. A via utilizada para
injegio do HpE (C=10mg/kg de peso) foi iniravenosa. Para cada observagdo, associamos um
niimero relativo a fluorescéncia (Nada=0, Pouca=1, Média=2, Muita=3 ¢ etc). Isto facilitou a
visualizagio do perfil da distribuicdo do HpE nos animais experimentais nos periodos de
interesse clinico. A excitacio dptica, das moléculas, foi feita através da Banda UV mostrada na
Figura 6.1 ¢ a fluorescéncia observada diretamente, 2 olho ni e registrada fotograficamente em
local escuro. Q experimento foi realizado em duas efapas, como descreveremos a seguir:

A primeira etapa, constituiu em fazermos as observagdes necessirias em “zempo real”, ou
s¢ja, observamos o animal, em plano anestésico, com as visceras ¢xpostas, por um periodo de

aproximadamente 2 horas apds injegéo do HpD. O resultado pode ser visualizado na Figura 6.3.
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Figura 6.3: Distribuigdo fluorescente do HpE. Processo dindmico.
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Apés 5 minutos da administra¢io do fotossensibilizador, observou-se alguma florescéncia no
ducto pancredtico, ducto biliar e veia porta hepatica. 4pds 30 minutos, a fluorescéncia, com
intensidade aumentada, atinge a alga do “intestino delgado™ pelo ducto pancreatico, ¢ aos 40
minutos, esta também comeca a fluorescer na regifio proximal ao estdmago. No decorrer do
tempo, até o final desta primeira fase, notamos que a alga do intestino como um todo reteve o
HpD, desde o ducto pancreatico até o cécum. Até o final das 2 horas, a regido do “intestino
grosso” (cécum até o reto), ndo apresentaram fluorescéncia.

Na segunda etapa, injetamos o HpE (C=10mg/kg) em 48 animais ¢ apds 3, 6, 9, 12, 15, 18,
21, 24, 27 e 48 horas, em 3 animais de cada grupo foi feita uma necropsia com a observagio
local da fluorescéncia. O resultado pode ser visualizado na Figura 6.4.

Apos 3 horas foi observada fluorescéncia em tecidos do estdmago, intestino e rins (Esquerdo
¢ Direito). Com At=24h, uma acentuada fluorescéncia foi observada somente no tecido tumoral
(dorsal ¢ metastases nos nédulos principalmente nos iliacos ¢ mesentéricos). Apos At =48h,

pouca fluorescéncia foi observada a otho mi nestas mesmas regibes.
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Figura 6.4: Distribui¢do fluorescente do HpE. Processo estatico.

Na Figura 6.4 acima, observamos claramente que o fotossensibilizador € eliminado do tecido

normal € em contrapartida, retido no tecido.
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Na Figura 6.5 observamos o registro fotografico do corte do tumor, sob excitagdo flash e UV-
350nm. Podemos observar nitidamente as varias regides com fluorescéncia, significando alta
retencdo do fotossensibilizador diferentemente do tecido normal (sem ﬂuorescéﬁcia). Estes
resultados obtidos aqui, de uma forma qualitativa, concordam com estudos feitos anteriormente

em ratos utilizando *HpD (marcada) (Bugelski 1981, Henderson 1992).

Figura 6.5: Registro fotografico da fluorescéncia. A esquerda: tecidos excitados com flash. A direita:
mesma situagdo excitada com UV. Em cima: Corte sagital do tumor de Walker 256. Em baixo: Os
nodulos linfaticos iliacos.
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2. Tratamento via terapia fotodinimica em condigdes hiperbaricas.

A regido tratada recebeu uma Dosery, de energia luminosa de ;21]!mm2, utilizando a linha
vermelha de um laser de HeNe (Dougekirty 1976). O tumor foi irradiado diretamente com 8mW
de poténcia - medida apds atravessar o vidro (SPECTRA-PHYSICS modelo 407A) - durante 45
minutos, seguindo o seguinte protocolo:

Grupo 1: Tumores tratados com PDT em condigdes normais, camara aberta (1 atm) apos 24
horas de injegdo i.v. de HpE. Total 10 animais.

Grupo 2: Tumores tratados com PDT em condi¢des de hiperoxigenagdo hiperbarica a 2 atm,
apos 24 horas de inje¢do i.v. de HpE. Total 10 animais.

Grupo 3: Tumores tratados com PDT em condigdes de hiperoxigenagio hiperbarica a 3 atm,
apos 24 horas de injegdo i.v. de HpE. Total 10 animais.

Grupo 4: Controle. Tumores tratados com Laser, sem HpE, em condigdes de hiperoxigenagio
hiperbarica a 3 atm. Total 10 animais.

Grupo 5: Controle. Tecidos normais tratados com laser em condi¢des de hiperoxigenagao
hiperbarica a 3 atm. Total 10 animais.

Apés a retirada do animal da camara, o ponto de aplicagdo do laser no tumor foi demarcado

para futuro alinhamento dos alfinetes que guiaram o corte histologico.

2.1. Analise histologica.

Ap6s 24 horas do tratamento, os animais foram anestesiados, em cuba saturada com éter
etilico. O tumor tratado foi cortado em segbes verticais paralelas aos 2 alfinetes previamente
alinhados com o ponto de aplicagdo do laser, de modo que o “cone” de penetragdo luminosa
estivesse no mesmo plano dos 2 furos deixados pelos alfinetes incluidos parafina. A Figura 6.6
mostra a se¢do vertical do tumor W256 submetido a estas condigoes. Em seguida a este

procedimento, os animais foram sacrificados.
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Nao tratado (controle) 1atm 3 atm

Figura 6.6: Corte histolégico vertical do tumor. No corte controle (ndo tratado) observamos, de cima
para baixo, a epiderme, uma camada muscular € logo abaixo o fumor propriamente dito. O tumor
tratado em 3 atm mostra uma reducdo drastica na densidade de células vidveis ¢ também uma maior
penetragio de tratamento quando comparado com o tumor tratado com 1 atm. As fotografias foram
niveladas utilizando a camada muscular como referéncia. Ampliaggo (5x1.6).

As fotografias acima foram centralizadas, pelo patologista, na regido de maior interesse. O
alinhamento das fotos com a camada muscular (referéncia) foi necessario para que tivéssemos
um bom padrio de comparagio entre as laminas. As regides das laminas foram setorizadas como

‘drea tratada’, ‘tumor vidvel’, ¢ ‘necrose espontdnea’.
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A Figura 6.7 mostra uma ampliagdo do exame histoldgico para 3 atm, onde na ampliagdo da
drea tratada (B) podemos observar a presenca de varios corpiisculos apoptdticos (setas). Na

area controle (C) do mesmo tumor (regido ndo atingida pela luz laser), ndo foram encontrados

sinais significativos de morte celular.

T s

Figura 6.7: Exame_h:'sfolégico do Walker 256 submetido a PDT+HBO. A: Panordmica do tratamento.

caracteristicas do W256. Ampliagdo arcas B e C (40x1.23).
Na Figura 6.7.B, observamos sob o ponto de aplicagdo do laser a regido do tumor tratada,

caracterizada . Na Figura 6.7.C, mostramos o controle, mesmo fumor mas area ndo exposta ao

laser, este procedimento facilitou analise posterior.
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Na area tratada encontramos um “canal”, que aparece no menor aumento com area mais
palida e bem delimitada. Esta zona ¢ caracterizada por um intensa redugdo do nimero de células
neoplasicas, com presenca de necrose celular, apoptose nuclear ¢ edema. Encontramos também
vesiculas e centroides com recuo da parede e/ou oclusdo trombotica.

Com relagdo aos grupos controle, a histologia do Grupo 5 mostrou que somente a agdo do
Laser de HeNe sobre o tecido normal ndo causou dano. Nas regides laterais a incidéncia da luz
preservaram todas as suas caracteristicas naturais intactas. Estes resultados descartam a
possibilidade de danos referentes a hiperoxigenagao hiperbarica e/ou agdo Hipertérmica do laser
de HeNe. A histologia do Grupo 4, mostrou que a depilagdo realizada sobre a area de aplicagdo
do laser no tumor ndo altera a pele quanto a inflamagdo, ou necrose, preservando por completo
a estrutura da epiderme e tumor o subcutineo. Mostrou também que na area da irradiagdo ndo
houve alteracdo nos vasos ou na musculatura. Estes resultados nos mostram que o tumor ndo €
afetado pela agdo do HpE em conjunto com a hiperoxigenagdo hiperbarica, descartando efeitos

de Oxi-redugdo.

2.2. Extrac¢io de DNA e eletroforese em gel de agarose.

Na eletroforese, o DNA normal, integro, possui um peso molecular caracteristico, o DNA das
células apoptoticas tem a caracteristica de ser cortado em fragmentos de 180 pares de base
(tamanho oligonucleossémico) ou multiplos deste nimero, apresentando, deste modo, um
padrio de “escada”. Ja o DNA de células necrosadas aparece sob a forma de um “rastro”, ja que

este DNA esta completamente degradado.
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A Figura 6.8, mostra a eletroforese das regides consideradas de relevancia:

Apoptose, representa amostra da area tratada. Nesta area observa-se claramente a fragmentacdo
do DNA em multiplos de 180-190 par de bases, observamos também sinais “de necrose
induzida pela PDT (fragmentagdo aleatéria).

Necrose, representa amostra de necrose espontinea do tumor. Esta regido € caracterizada pelo
padrdo “randémico” da fragmentacdo do DNA (“rastro”).

Tumor, representa amostra do tumor propriamente dito. Nesta regido praticamente ndo ha

fragmentagdo do DNA.
Padrdo, mostra marcador de peso molecular de 100 par de bases.

Figura 6.8: Eletroforese do DNA de algumas regides especificas do tumor tratado. O DNA foi isolado e
sujeito a eletroforese em agarose a 1,5% até o marcador migrar 4-5cm.

O DNA, por ser negativamente carregado, devido aos seus grupamentos fosfato, migra para o
polo positivo da cuba de eletroforese e, com isto, os fragmentos de menor peso molecular

migram com uma velocidade maior, ficando na porgdo inferior do gel.
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3. Tratamento estatistico.

“A teoria de probabilidades nada mais ¢ do que o bom senso transformado em calculo (Pierre
Simon Laplace)”.

3.1. Introdugao.

Num sistema bioldgico, as médias das contagens feitas em amostras tendem a se distribuir
segundo uma curva gaussiana (ou normal). Esta distribuigdo ¢ totalmente determinada pela
média () e o desvio padrdo (s). O resultado de um experimento, que mostra alguma diferenca
significativa, sio caracterizados por pertencerem aos extremos desta curva, com probabilidade
de ocorréncia baixa em condi¢des normais (probabilidade < 5%).

Apresentamos neste capitulo uma analise estatistica objetiva dos nossos resultados,
utilizando como ferramenta o programa WinStat. Nosso objetivo foi demonstrar que os
resultados obtidos em Hiperoxigenagdo Hiperbdrica diferem significativamente dos resultados

obtidos em Condigdes Normais (Ar).

3.2. Parametrizacao.

A Figura 6.9 mostra uma esquematizagdo do cone do tecido tratado por um feixe laser com
distribui¢do Gaussiana de intensidade. Os parimetros “B”, “b” ¢ “h” auxiliam na discussdo do

observado na analise com microscopia optica.

Meio externo
LASER

Emderme

ﬁl’ls{:
Penetragio
h Total do Tratamento

Densidade

Figura 6.9: Esquema simplificado da regido tratada do tumor.
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3.3. Resultados quantitativos.

A Tabela 6.1 mostra os resultados experimentais para os grupos representativos (G1 e G3),
como estabelecido em capitulos anteriores.

Grpo Massa Idad Pen Epi Misc TWin TSac Densi it B b Yirn
{atm) 3] (dies) (mm) {(mm) (mm) (hora)  (hora)  (célula)  (mm) (mm) _ (om)  (om’)

| 182 900 273 115 045 2450 2400 60,00 113 063 063 035
2 1 183 500 190 118 045 2725 2400 7000 028 0.50 050 005
3 01 154  7.00 150 078 023 2500 2875 2000 050 1.63 175 112
4 1 184 700 160 075 0.8 2500 2950 2400 068 300 250 40
5 1 13 600 175 088 038 2350 2375 7.00 0.50 1.75 138 096
6 1 134 600 125 075 025 2350 2350 800 0.25 08 075 013
7 1 166  6.00 - - - - - - - - - -

$§ 1 136 600 213 090 040 2500 2200 2500 083 075 075 036
2 1 137 600 128 075 025 2700 2000 6800 028 1.00 100 022
10 1 1532 600 128 060 028 2800 1900 63.00 040 125 038 023
1 3 185 700 265 120 028 2500 2700 3800 1.18 163 038 1.04
12 3 200 700 240 085 023 2700 2425 .00 1.33 2.00 1.13 2.6l
i3 3 200 700 225 060 028 2900 2300 Q.00 1.38 213 950 210
14 3 160 300 235 075 023 2575 2700 2600 138 1.50 100 171
15 3 145 300 175 075 025 2700 2600 0.00 075 275 275 445
16 3 165 500 175 075 025 2900 2200 4.00 0.75 1.63 138 181
17 3 185 700 193 070 035 2400 2400 4700 0388 2.50 125 251
18 3 188 8060 335 113 025 2800 2400 000 198 2.13 150 515
9 3 175 700 288 088 050 2350 2600 2700 1.50 1.25 1.00 150
20 3 172 700 275 083 035 2450 2500 2000 1.58 1.75 1.50 327

Tabela 6.1: Dados experimentais obtidos pela morfometria.
Definiciio das varidveis:

Grpo = descrigio do grupo em atm. h = Alura do tronco de cone analisado em milimetros.
Massa = Massa do anima} em gramas. B = Base maior do tronco de cone analisado exm milimetros.
Idad = Idade do tumor em dias. b = Base menoer do tronco de cone analisado em milimetros.
Pen = Penetragio total do tratzmento em milimetros, V tm = Volume total do tronco de cone em milimetres’,
Epi = Comprimento da camada epitelial em niilimetros. TSae = Tempo tratamento-sacrificic em horas.

TWin = Tetnpo ap6s injecio de HpE e horas.
Miisc = Espessura da camada muscular tomada como referéncia nas medidas em milimetros.
Densi = Niimero de células que sobreviveram na regifio tratada (em = 600 céhulas totais),

3.4. Estatistica descritiva.

Variavel N Valor Médio (1) Desvio padrao (6) Minimo  Mzximo
1 Massa (g) 18 16744 22.22 13400 207.00
2 Espessura Epiderme (mm) 18 0.86 0.19 0.60 1.20
3 Espessura do Miscalo (mm) 18 0.09 0.88 0.23 .50
4 Densidade (células) 18 26.83 25.14 0.06 70.00
5 Eficiéncia (%) 18 0.96 0.04 0.88 1.00
6 Penetracao Total Trat. (mm) 18 2.10 0.61 1.25 338
7 h(mm) 18 0.94 0.52 0.25 1.98
8 B (mm) 18 1.54 0.63 0.50 2.75
% b (nm) 18 1.11 0.61 0.38 2.75
10 Vigpoo (mm’) 18 1.60 1.49 0.05 515

Tabela 6.2: Descricfio dos dados obtidos. Foram excluidos da analise estatistica os dados do animal 4
devido ocorréncia de trombose nos vasos, € o animal -6 devido a problemas técnicos de inclussio
(corte obliguo).
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3.5. Comparagiio de 2 grupos.

Ao analisarmos uma variavel com distribui¢do normal, a comparacdo entre as médias e as
varidncias (ou desvio padrio) de 2 grupos, infere se que estes grupos foram extraidos de uma
mesma populagio (amostra homogénea - representando que o fornecimento de oxigénio em
ambiente hiperbarico nio influi no wratamento PDT), ou se a HBO proporcionou uma diferenca
significativa com relagio ao tratamento PDT (amostra heterogénea).

Utilizando o programa WinStat, foi possivel gerarmos os resultados dos testes apresentados
pa Tabela 6.3, Através deste programa foi possivel verificarmos primeiramente se as variaveis

representativas pertencem a uma distribuicdo normal. Foi feita a comparagio pelo teste “t de

student”, obtendo o resultado final.
N RESULTADOS
Varidvel Tipo de Distribuicao “"de student para G1 e G3.
Epi (mm) normal (P=0,3355) -
Miisc (mm) normal (P=0,4476) -
Densidade (células) normal (P=0,5861) P=0,0527
h (mm) normal (P=0,9680) P=0,0002
B (mm) normat (P=0,9883) P=0,0453
b (mm) normal (P=0,9327) P=0,499%6
Veronco (M) normal (P=0,7529) P=0,0076

Tabela 6.3: Resultado da andlise estatistica utilizando o teste “t de student™.

3.6. Descrigdo grifica.

As Figuras 6.10 e 6.11, mostram a comparagio quantitativa do tratamento PDT para as
sitnagdes da Tabela 6.1, deatro e fora da cimara, com relagio aos parimetros que traduzem
sistematicamente o tratamento realizado, ou seja h, B, b € Voneo do tronco de cone, ¢ a

Densidade no interior deste.
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Figura 6.10: Analise da distribuicdo de variaveis: Altura h do tronco de cone tratado (esquerda), Base
superior (direita).

" 03

iy t Y 0.30 4
] . :
S : 025 4
L1 : 1] l:i;zq:-
kg 0.15 -
- os 1+ 1] o
— YRR R A
7 | Grupe 3 atm

A1 | LA S

Srupo

o 3atm

Figura 6.11: Analise da distribuigdo de varidveis: Células viaveis apos tratameﬁto PDT (esquerda). e
valor efetivo do volume da area tratada (direita).

3.7. Analise discriminante.

Realizamos a Andlise Discriminante com o objetivo de saber que parametros morfométricos
“separam melhor os grupos” - em outras palavras, “que pardmetros expressam melhor a
diferenga entre os 2 grupos.

Uma fungdo discriminante do espago amostral, descreve os casos que lhe deram origem. Esta
fungdo pode estimar, ou até gerar amostras que contenham caracteristicas dos casos que lhe
deram origem. O método Jackknife consiste em retirarmos um caso do espago amostral,
recalcular a fungdo discriminante baseada nos n-1 casos restantes, € entdo reclassificar o caso

retirado.
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A Figura 6.12 mostra o espago amostral dos dados experimentais, através das variaveis que

melhor descrevem o experimento.

Vef (mm3)
0,30
0,25
0,20

b

C-:) Grupo 1 atm (Ar)

. Grupo 3 atm (HBO) . Reclassificagiio incorreta |
Figura 6.12: Representagdo grafica dos parimetros que expressaram melhor a diferenga entre os grupos

Gl e G3.

Como podemos observar na Figura 6.12, os animais tratados com HBO=3atm (bolas cheias)
formam um grupo bem distinto quando comparado com os animais tratados em condigdes
normais (latm), esta distingdo é devido ao coeficiente da fungdo discriminante padrdo dos
parimetros que melhor separam os grupos (“Vrmneo, : “B7: “h™). Dos /8 casos analisados,
somente o caso 16 (Tabela 6.1) foi reclassificado como tratado em latm.

0O Quadro 6.1, abaixo, sintetiza nossos resultados experimentais de acordo com o protocolo

utilizado para os cinco grupos experimentais em questdo.

Grupo Tecido Condig@o de Oxigenagio HpE Laser Dano
01 tumor  Condi¢es normais: Ar (21% O,), 1 atm sim sim +
02 tumor HBO: 100% O,, 2 atm sim sim e
03 tumor HBO: 100% O,, 3 atm sim sim et
04 tumor HBO: 100% O, 3 atm ndo sim nao
05 normal HBO: 100% 0,, 3 atm ndo sim ndo

Quadro 6.1: Sintese dos resultados obtidos considerando os cinco grupos experimentais.



CONCLUSAOE
COMENTARIOS FINAIS




CAPITULO7 86
Varpir C. Corussr

CONCLUSAO E COMENTARIOS FINAIS

“Tempos de crescimento implicam em dificuldades. Assemelham-se a um primeiro
nascimento. Mas estas dificuldades surgem da profusdo de seres que lutam por adquirir
forma. Tudo estd em movimento...(I Ching).”

A Terapia Fotodindmica € um procedimento complexo ¢ sinénimo de extremo envolvimento
inter-disciplinar. Para um entendimento do processo, muitos pardmetros como concentragio,
propriedades biologicas e quimicas dos fotossensibilizadores, caracteristicas da luz excitadora
como: comprimento de onda, intensidade, € a necessidade da presen¢a de oxigénio molecular
devem ser consideradas.

Nossa proposta inicial foi de testar a hipotese de que hiperoxigenagdo hiperbérica (HBO)
aumentaria a eficiéncia da PDT. Fomos capazes de mostrar que a PDT+HBO pode reduzir para
zero o numero de células cancerosas remanescentes da area sob a aplicagiio laser 24 horas apos
o tratamento no tumor de Walker 256. Mostramos também que o ambiente hiperbarico aumenta
a “arca” tratada pela PDT, isto foi avaliado pela penetragiio ¢ ¢ volume efetivo do tratamento,
analisado em laminas histoiogicas.

O presente trabalho coniribuiu para os conhecimentos cientificos sobre a Terapia
Fotodindmica do Cancer tanto tedrica, como experimentalmente. Ao propormos, com bases na
experiéncia anterior do nosso grupo de trabalho, que a PDT poderia ser mais eficiente em
situagOes hiperbaricas, conseguimos desenvolver um tratamento tedrico original que prevé, em

condigles especials, uma proporcionalidade enire dano celular e aporte de oxigénio do sistema

(Equacio 4.8).
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O conjunto de experimentos que levamos a cabo, gragas a uma metodologia correta, certifica
indiscutivelmente a eficacia da PDT em situagfio hiperbdrica, quando comparada com a PDT
convencional, mostrando que, qualitativamente, 0 modelo matematico desenvolvido é correto.
Este resuitado, por si s6 ¢ de grande importancia, pois 2 PDT, apesar de utilizada clinicamente,
at¢ mesmo nos E.U A, ndo estd completamente entendida sob o ponto de vista tedrico.

Julgamos que, o volume de trabalho desenvolvido ao longo da elaboragiio desta Tese, os
conhecimentos adquiridos, a proposta inicial ¢ os resultados obtidos sdo suficientes para a
pretenséo do grau de doutor. Entretanto o assunto ndo esta esgotado, deixando. propostas de
novos trabalhos de pesquisas na mesma area, por exempio, julgamos que medidas sistematicas
da fun¢fo dano celular x PO, devem ser feitas para dar elementos a um refinamento da teoria
aqui proposta. Ainda, como a PDT do Walker 256 foi muito pouco estudada (apenas uma
referéncia além do presente trabalho), ha grandes possibilidades para estudos com este tumor
envolvendo medidas de fluorescéncia, “Photobleaching” do fotossensibilizador, ou a Terapia
em metastases como recentemente sugerido pela Dra. Ester Nicola (comunicagio privada).

Este estudo teve também a oportunidade de mostrar pela primeira vez que o Walker 256
responde adequadamente & ferapia fotodindmica com HpE excitada por um laser de HeNe. A
analise histopatoldgica do tecido tratado pela PDT nos possibilitou um contato aprofundado
com uma espécie peculiar de morte celular, a Apoprose. Este tipo especial de morte celular tem
alertado pesquisadores, nos ltimos anos (Zaidi 1993), como uma importante expressio de morte
celular. Isto foi constatado pelo grande interesse demonstrado pela comunidade cientifica

intermacional (Nicola & Colussi 1997 - SPIE).
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Acreditames que nosso trabalho representa uma contribuigio para esta mova técnica de
tratamento de céncer, sugerindo tratamentos clinicos em situag@o hiperbdrica como processo
inovador. O fato da PDT poder ser utilizada de forma alternativa, ou em conjunto com terapias
convensionais - radiolerapias e/ou quimioterapias, sem contra-indicagdes, somente vio ao
encontro do maior interessado, o paciente.

Com relagdo a implantagio da técnica, acreditamos que, tomando-se os devidos cuidados
como: idoneidade da droga, hiperssensibilizagiio do pacients ¢ afinidade com as céhulas alvo, a
técnica é extremamente confidvel.

Mas uma coisa é certa. ..

“A prevengdo do cdncer é mais efetiva do que quaisquer tratamentos”
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CRITERIO DE DESCOBERTA DE NOVAS DROGAS

O sistema de descoberta de novas drogas ¢ primeiramente descnvolvido utilizando animais

de laboratério para determinar a fammacologia ¢ metabolismo da quimica a ser testada,
determinando seus beneficios e sua performance sob uma séries de investigagbes. O material é
testado inmicialmente em animais (sadios) de varias maneiras diferentes envolvendo efeitos
Jarmacologicos, distribuigdo da droga dentro do organismo, mecanismo de ag¢do da droga e
toxicologia. E frequentemente tomado mais que 10 anos ¢ despendido mais de 10 milhdes de
délares para desenvolver uma nova droga (Baker 1979),

Os principais passos de pesquisa e atividades pelos quais os derivados de hematoporfirina
(HpD, HpE, DHE etc.,.) foram submetidos para poder ser atualmente comercializado (Photofrin
efc...)} sdo apresentadas os itens abaixo:

1. Confeccdo da quimica que demostra o efeito fotossensibilizante desejado (Dougherty 1974).

2. Produgdo de uma amostra de teste do material a ser utilizado em animais e estudos de
pesquisa clinica (Pandey 1989).

3. Identificagio da performance analitica produzida pela identificagdo da estrutura qmmlca,
determinagfio da estabilidade, e punificagio da quimica (Byrre 1990).

4. Condugio farmacologica de teste de wm sistema preliminar para utilizar em modelo de
animais de laboratorio (Dougherty 1975, Dougherty 1981).

5. Estudo do metabolismo para determinar absorgéo, distribui¢iio e eliminagfio do material a ser
testado (Bugelsky 1981, Bellnier 1989),

6. Estudo mais sofisticado em animats de laboratério avaliando mecanismo ¢ ag%o da nova
droga (Fingar 1987).

7. Testes pré-clinicos de toxidade em animais de laboratorio ¢ envio destes dados originais
indicativos para 0 FDA em uma Investigacdo sem compromisso da Nova Droga (IND).

8. Seguido aprovaciio do IND e o protocolo quimico pela FDA, a Fase 1 de ensaio clinico em
voluntarios hurmanos saudaveis ¢ iniciada usando baixas doses e niveis avaliaveis de seguranca
€ acessar niveis sanguineos para a nova droga (Dougherty 1978).

9. Extensivos estudos sdo conduzidos em animais de laboratorio para acessar efeitos de toxidade
cronicas e subcrénicas tio bem como caracterizar o potencial para produzir mutagenicidade
(Kvam 1990),

10. A Fase II e Il de ensaio clinico humano sio conduzidas em pacientes normal e doentes
para determinar a eficacia da nova droga. Todos estes dados sdo avaliados ¢ submetidos pama o
FDA em forma de um aplicagio de uma nova droga (NDA). Seguindo a aprovagido da agéncia
regulatdria, a nova droga é comercializada (Li 1990, Hayata 1992).
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COMPOSICAO DO HpE (Haematoporphyrin Esther)

1. Dados cromatograficos.

Separagio por HPLC (High Performance Liquid Chromatography)- Coluna Cg de fase reversa.

Componentes majoritirios ¢ tempo de retencfio:

Hp (Hematoporphyrin-35%), - 9 minutos

HVYD (HvdroxyethylVinylDeuteroporphyrin-20%6) - 146 e 1506
minutos

Pp (Protoporphyrin-3%) - 22,1 minutos

DRE (Di-Hematoporphyrin Esther-40%). - 25-35 minutos

8

g

Densldade #ptica {dlHinm)
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Andlise de uma preparacio de DHE:
Q material se mostrou 99% puro.
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F ]
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2. Espectro de absorcio.
2.0000
16000
12000 [}
0.2000

e s SO e
0.4000

000004, ¥ T " T T ]
200 300 400 300 500 0a go0

T
3. Espectro de emissiio fluorescente (Aex=500nym; HpE em metanol).
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o S0 680 20 7 “Esta fluorescéncia é devida aos mondmeros Hp, Hvd e Pp”.

Fax enviado pelo Dr. G. Truscott (KEELE University-Chemistry Dep.}.
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4. Técnica de preparacio de um HpD (Zezell 1957).

A preparagio de um derivado de hematoporfirina (HpD) consiste em varias etapas de
manipulagdo, onde algumas devem ser feitas no escuro. Abaixo descrevemos o modo de preparo
padrio, descrito por Dougherty, utilizado pelos fomecedores.

O Meétodo de preparagdo do HpD consiste na dissolugdo por agitagdo de lg de Hp.2HCl
(Hematoporphyrin Dihydrocioride-Sigma Chemical Co.) em uma mistura de 19mi de acido acético
glacial, P.A. (CH;COOH-Merck) ¢ lml de acido sulfirico concentrado suprapur, P.A. (H,SO,-
Merck) durante aproximadamente 20 minutos. Esta solugdio permanece em repouso 24h no
escuro & temperatura de 20°C, a seguir é filtrada em papel de filtro Whatmann 0’1, cerca de 30
minutos. Com a adigio de cerca de 15 litros de solugdio aquosa (3-5)% de acetato de sodio, P.A.
(CH;COONa,3H,0-Merck) a solugdo inicialmente filtrada , estabelecendo-se pH=6 para que haja
precipitagio maxima de sélido.

O material precipitado ¢ recolhido mediante filtragdo por gravidade (aproximadamente 48
horas) em papel de filtrado Whatmann n°1 e extensivamente lavado com 4gua bidestilada. Os
papéis de filtro com o solido séo colocados em um dissecador com silica gel, onde € feito vacuo
(10 tom) por cerca de 1 hora. O sélido recolhido pela raspagem dos papéis de filtro é o HpA
(0,45g) e deve ser guardado em frasco escuro a temperatura de -20°C, até que se queira preparar
a solugo injetavel, chamada de HpD.

A solugdo injetdvel é obtida dissolvendo-se a proporgdo de ig de HpA para 50ml de solugdo
de hidréxido de sodio, P.A. (NaOH-Merck) 0,IN. A solugfio é agitada por cerca de 1 hora a
temperatura de 20°C e neutralizada a pH=7,1 com a adigfo de solegdo de acido cloridrico,
P.A.(HCl-Merck) 0,1N ¢ ajustada a um volume total de 200mi com solugio de cloreto de sodio,
P.A. (NaCi-Merck) 0,9%. O Na(l ¢ adicionado para tornar a solugdio isotOnica. A solucgdo é
esterilizada por filtragio em membrana #20 mm (millipore Co). Esta solugdo € estavel quando
guardada no escuro, em freezer, a -20°C por cerca de (3-6) meses.

Texto extraido da Dissertacdo de Mestrado da Dra. Denize Zezell

A dose letal (1.Dsg) para o HpD em ratos ¢ 275mg/kg ¢ aproximadamente metade para o DHE.
A caunsa da morte ¢ devido a toxicidade no figado. A dose clinica foi estipulada em 7 5mg/kg
para o HpD e 4mg/kg para DHE (Dougherty 1987).
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LASER DE HeNe

1. Transic¢des de dipolo elétrico.

A Figura ¢.1 mostra as transicdes de dipolo-eléirico possiveis num sistema de 2 niveis de

energia de um &tomo na presenga de um campo eletromagnético.

Antes Depois
. — 32 v
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Figura C.1: Representagiio esguernitica do processo de tra(n:sxﬁo de dipolo-ciétrico entre 2 niveis de um
&tomo na presenga de um campo eletromagnético externo (Eisberg 1986).

A emissdo espontdnea e a absor¢do ja foram tratadas no texto. Na emissdo estimulada, o
sisterna no estado (g;) decaird para o estado {g,) quando um feixe de densidade de energia
espectral p(v) interagir com o #tormo. Deste processo resuitam dois fOtons simultineos de
energia idéntica, o incidente ¢ o emitido. Neste caso, a probabilidade de muitas absorcSes
ocorrerem num tempo df anmenta significativamente, anmentando a probabilidade de emissgo,
tanto espontinea como estimulada.

O processo descrito acima pode ser extrapolado para um sistema de N dtomos, onde Ny ¢ N,
530 os mimeros médios de Atomos nos respectivos estados. Considerando este sistema em
equilibrio témmico com o campo de radiagdo de densidade de energia p(v), temos que a taxa totat
de absorgdo do sistema (N» Ry 1) serd igual a taxa de emissdo (INy Ra_,q);

NiIR.1= N.IR,,]
onde R ¢é a taxa de transi¢dio por atomo, ou a probabilidade por 4tomo e por unidade de tempo de
uma transigdo ocorTer.
Assim;

NIB.rWi= N.iA4,+ B, rwl
onde A e B sdo os coeficientes de Einstein que descrevem a probabilidade por unidade de tempo
de emiss3o espontinea Ay, de emissio estimulada Byyp(v).
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Explicitando p(v), temos
Ax
BZI
plv)=—"=t—
N, B._,
N 2 BZI
De acordo com a lei de distribui¢do de Boltzman, a tazio entre as populagiio ¢ dada por;
&.g)
N, = e(—;% = e% , resultando na expresséo ];é
N, pEY) = OB

&e(%)— 1

-1

Este sistema deve ser compativel com a radiagdo de um sistema térmico em equilibrio, ou

seja
8 v3
p(v)pm_g =73 i ’
C ek'l"—l
Radiagio do Corpo Negro (Planck - 1900)
Portanto:
2 k)
B.=Bx Am:(_\:)le
C
De onde tira-se que:
' _Aa = e% _
B, o)

Esta equacdo mosira que para dfomos em equilibrio térmico com a radiagdo, a emissdo
espontdnea é muito mais provavel do que a emissdo estimulada se hv>>kT. Como essa
condi¢do s¢ aplica a transi¢io eletrOnica tanto em atomos como em moléculas, a emissio
estimulada pode ser desprezada em tais transi¢Oes. A emissfo estimulada pode, no entanto, ser
significativa se Av=kT e pode ser preponderanie se ~Av<<kT.

A razio entre a taxa de emissdo ¢ a taxa de absorcdo do sistema ¢ dada por:

NoAx*NoBop® _ Ax N
Nl B12 p(\’) BZl p(v) Nl

No equilibrio térmico, tem-se gque No<N, e a taxa de emissdo é menor que a de absorgdo.
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O LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), ¢ um sistema no qual a
populagdo normal dos estados ¢ invertida (N;>N;), portanto fora do equilibro, tendo como
consequéncia uma radiagdo de frequéncia v=(g;-g1)/h de intensidade amplificada pelo processo
de interagdo. A perda de populagio, em estados elevados, ¢ compensada por um Bombeamento
dptico externo ao sistema. Na pratica isto ¢ obtido através da Excitagdo, por uma fonte
estimuladora (elétrica ou optica) de um Meio (solido, liquido ou gas) capaz de produzir a ag¢do
laser, numa Cavidade (Interferdmetro) que ¢ constituida por um par de espelhos, alinhados
paralelamente um ao outro. Desta forma, as ondas eletromagnéticas que se deslocam no sentido
do espelho sdo refletidos de volta ao meio, resultando assim uma realimentagdo das ondas. como

mostra Figura C.2.

Fonlte de excltagio

i

mmp Lasex Mo

E Mieko Ative Espell
Totalsmente relletor Parclalment e refletor

Figura C.2: Representacdo esquematica do sistema bdsico de um laser a gas.

O espelho frontal, ndo ¢ totalmente refletor ¢ deixa passar uma porcentagem de luz gerada no
interior do meio. Como resultado, a saida ¢ um feixe de radiagdo eletromagnética infensa,
coerente e monocromatica.

Fisicamente, a distribuigdo eletronica total de uma configuragdo pode ser aproximada como
uma superposi¢do de cada um dos orbitais moleculares de um elétron que fazem a configuragio.
Para atomos de muitos elétrons e/ou moléculas complexas, 0 momento angular orbital total (L)
¢ definido como a soma vetorial dos momenta angulares dos elétrons individualmente. O
mesmo acontece para o momento angular de spin eletrénico total (S).

O momento angular eletrénico total (J) de um atomo e/ou molécula complexa ¢ a soma
vetorial dos momenta eletronico orbital total (L) e momenta angular de spin (S):

J=L+§

Em notagdo espectroscopica tradicional, a representagdo de um atomo polieletrénico ou de

uma molécula complexa ¢ dada por:

25+1
n L
J

onde n é o nivel de energia do sistema e 2S+1 = 1(Singleto), 2(Dubleto), 3(Tripleto)...
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2. Mecanismo de bombeamento do laser de HeNe (Yariv 1975).

O principio de operagdo do laser de HeNe ¢ mostrado esquematicamente na Figura c.3. Os
atomos de He sdo excitados por uma descarga elétrica (Bombeamento) para uma variedade de
estados. Na cascata de elétron que se segue para o estado fundamental, alguns sdo capturados
nos estados metacstaveis 2°S ¢ 2'S cujo tempo de vida sdo da ordem de 10'5seg respectivamente
aos niveis 2S ¢ 3S do Ne podendo assim excita-los. A excitagdo ocorre quando um atomo
excitado de He colide com um atomo de Ne no estado fundamental e ha troca de energia entre
os atomos. A pequena diferenga de energia (QOOc:m-1 no caso do nivel 28 ¢ transformada em
energia cinética dos atomos apos a colisdo.

He

-

Ne'

S S
p)
K 25 3 38
S S
T R T = T
3
2 S Colis | = Hosp
BI'NIO; el _35_\ A =631,8nm
. - A= 115 pm
5,
Energia (2p 3s)
Impactp de ¢
Difusio
1
£ - S
" Sielium Neon (20§

Figura C.3: Diagrama de niveis de energia para o laser de HeNe (Yariv 1975).

Os principais mecanismos de bombeamento no sistema HeNe sao:

e Oscilagdes de A\=632,8nm (Vermelho). O nivel superior ¢ o nivel 3S do Ne, ¢ o nivel inferior
¢ do grupo 2p. Sabe-se que o tempo de vida do nivel superior ¢ 10 vezes maior que o tempo de
vida do nivel inferior, satisfazendo assim a condigdo de inversdo de populagdo.

e Oscilagdo de A=1,15um (Infra-vermelho). O nivel superior (2S) ¢ populado através de
colisdes com atomos de He no nivel metaestavel 2°S.

e Oscilagdes de A=3,39um (Infra-vermelho). Este envolve transigdes entre 3S-3p.

A Coeréncia espacial da luz traduz uma harmonia de fase da onda em todos os pontos. A
Coeréncia temporal da luz implica na harmonia das fases da onda luminosa em um ponto do

espago durante um intervalo de tempo definido. A alta coeréncia da luz aumenta a probabilidade

de transicdes eletronicas com um sistema fotossensivel.
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“Descobrir a gota ocasional da verdade no meio de um grande
oceano de confusio e mistificacio requer vigilincia, dedicagio e
coragem. Mas, se ndo praticarmos esse hdbito rigoroso de pensar,
ndo podemos ter a esperanca de solucionar os problemas
verdadeiramente sérios com que nos defrontamos, e nos arriscamos
a nos tornar uma nacio de poetas, num mundo de patetas, prontos
para sermos passados para tris pelo primeiro charlatio que cruzar

nosso caminho”.
Cacl Sagan



